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RESUME 
LA TYROSINE PHOSPHATASE SHP2. UN NOUVEAU PARTENAIRE 
D'INTERACTION PES ARRESTINES NON VISUELLES. 
Par 
Marie-Eve Turcotte 
Service de Rhumatologie, Departement de Medecine 
Memoire presente a la Faculte de Medecine 
En vue de I'obtention du grade de Maitre es Sciences (M. Sc.) 
Les recepteurs couples aux proteines G (RCPGs) constituent la plus grande famille de 
recepteurs transmembranaires au sein du regne animal. Ces recepteurs jouent un role crucial 
dans le controle d'une foule de fonctions physiologiques fondamentales et sont impliques dans 
de nombreuses pathologies. L'un des constituants cles regulant la transmission des signaux 
induits par les RCPGs est l'arrestine. En plus de diriger les processus de desensibilisation, 
d'internalisation et de routage intracellulaire des RCPGs, les arrestines non visuelles ont la 
capacite de recruter une grande variete de complexes proteiques aux recepteurs actives aim de 
stimuler une multitude de voies de signalisation telles que la voie des MAPkinases. Cette voie 
mitogene est egalement influencee par la tyrosine phosphatase Shp2, une enzyme 
particulierement connue comme une composante positive des processus signaletiques emanant 
des recepteurs a activite tyrosine kinase (RTKs) et des integrines. Par ailleurs, certaines etudes 
demontrent que la phosphatase Shp2 est egalement impliquee dans la signalisation des RCPGs. 
Nos etudes portent sur la caracterisation moleculaire et fonctionnelle de 1'interaction 
specifique entre les arrestines non visuelles et la tyrosine phosphatase Shp2. Bien que les 
arrestines non visuelles ont la reputation de reguler les mecanismes de phosphorylation en 
s'associant avec differentes kinases comme Erkl/2, Jnk3 et c-Src, peu de recherches 
mentionnent un lien entre ces proteines adaptatrices et des phosphatases. Tout d'abord, des 
experiences de co-immunoprecipitation effectuees dans les HER 911 revelent que Shp2 
s'associe de facon constitutive avec Farrestine2 et l'arrestine3. Nous demontrons egalement par 
des essais de GST-pulldown que cette interaction est directe et ne depend pas des domaines SH2 
de Shp2 (acides amines 1-220) mais requiert les residus 100-201 du domaine N-terminal de 
Parrestine3. De plus, des essais d'immunoprecipitation dans les HEK293 illustrent que 
1'activation de Shp2, mimee par la surexpression des mutants constitutivement actifs Shp2D61G 
et Shp2D61Y, induit une dissociation du complexe. Ce resultat est appuye par des etudes 
d'immunoprecipitation et de microscopie au moyen d'une lignee HEK293 exprimant de maniere 
stable le recepteur Flag-ATiAR. En effet, la stimulation de ce RCPG provoque une perte partielle 
et provisoire de l'interaction entre Shp2 et l'arrestine3. Le role de la tyrosine kinase c-Src au 
niveau du complexe Shp2/arrestine3 a egalement ete analyse. Les resultats indiquent que la 
kinase phosphoryle le complexe Shp2/arrestine3 au niveau de la tyrosine 542 de Shp2 et que 
cette modification tend a accroitre l'association des partenaires d'interaction. Finalement, des 
donnees preliminaires suggerent que l'arrestine3 est un substrat de c-Src et de Shp2. De surcroit, 
l'arrestine3 semble moduler l'activite catalytique de Shp2. Cette etude a permis la decouverte 
d'un nouveau partenaire d'interaction des arrestines non visuelles, la tyrosine phosphatase Shp2. 
INTRODUCTION 
1.1 Les recepteurs couples aux proteines G 
Au sein du regne animal, de Caenorhabditis elegans a l'humain, 3 a 4 % du 
genome encode plusieurs membres de la plus grande famille de proteines signaletiques, 
les recepteurs couples aux proteines G. Ces recepteurs caracterises par sept helices a 
transmembranaires sont actives par une multitude de messagers intercellulaires tels que 
des peptides hormonaux, glycoproteines, chimiokines, lipides bioactifs, eicosanoi'des, 
proteases, acides amines, nucleotides, amines biogeniques et ions. Les RCPGs sont 
extremement versatiles et impliques dans une myriade de processus physiologiques 
fondamentales comme la secretion exocrine et endocrine, la contraction des muscles 
lisses et cardiaques, la transmission de la douleur, la perception des sens, l'homeostasie 
des fluides, la pression sanguine, la reponse immunitaire etc. Aussi, en reponse a divers 
neurotransmetteurs du systeme nerveux central, les RCPGs regulent la satiete, la 
temperature corporelle et le comportement. En plus de leurs multiples roles 
physiologiques, ces recepteurs sont egalement impliques dans de nombreuses 
pathologies comme par exemple plusieurs formes de cancer, l'asthme ou bien la maladie 
d'Alzheimer. Du a leur role central tant au niveau physiologique que pathologique, les 
RCPGs constituent la plus grande cible pharmaceutique a ce jour (ROZENGURT, 
2007). 
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De maniere generate, la signalisation cellulaire induite par la liaison d'un RCPG a 
son agoniste implique 1'activation d'une ou de plusieurs proteines G heterotrimeriques 
qui stimulent a leurs tours des effecteurs enzymatiques tels que les adenylates cyclases, 
phosphodiesterases et phospholipases. Ces effecteurs actives propagent le processus 
signaletique initie a la membrane en modulant la concentration intracellulaire de divers 
messagers secondaires tels que l'AMP cyclique, le calcium, l'inositol triphosphate et le 
diacylglycerol. De ces changements intracellulaires decoulent une multitude 
d'interactions proteine-proteine et de cascades enzymatiques relayant le signal du 
cytoplasme au noyau ou la transcription des genes specifiques a lieu. La transmission du 
signal engendre par 1'activation d'un RCPG est un mecanisme tres complexe et 
hautement specifique. De plus, afin de prevenir une stimulation inadequate ou 
persistante d'une voie de signalisation, ces recepteurs actives declenchent des 
mecanismes d'auto-inhibition qui comprennent la desensibilisation et 1'internalisation 
des RCPGs (LEFKOWITZ et al, 2005). 
1.2 La desensibilisation des RCPGs 
Le processus de desensibilisation des RCPGs se rapporte a la diminution de la 
sensibilite d'un recepteur a son agoniste a la suite d'une exposition prolongee ou repetee 
a une forte concentration de ce dernier. Ce processus de regulation est accompli par 
divers mecanismes operant au stade transcriptionnel, traductionnel ou encore post-
traductionnel comme la degradation des RCPGs. Aussi, certains mecanismes attenuant 
la receptivite des RCPGs a leurs ligands semblent plus important que d'autres en regard 
de leur rapidite d'execution (quelques secondes ou minutes versus quelques heures voire 
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quelques jours). Ces mecanismes touchent les modifications covalentes du recepteur, le 
controle de leur interaction avec des partenaires autres que les proteines G 
heterotrimeriques ainsi que leur localisation subcellulaire. En fait, trois families de 
proteines regulatrices sont connues comme etant engagees dans une desensibilisation 
rapide et efficace des recepteurs a sept domaines transmembranaires: les kinases 
regulees par des seconds messagers, PKA et PKC, les GRKs et les arrestines 
(LEFKOWITZ, 1998). 
1.2.1 La desensibilisation homologue et heterologue 
La desensibilisation, debutant quelques secondes apres l'exposition d'un RCPG a 
son agoniste, est initiee par la phosphorylation du recepteur. Cette modification post-
traductionnelle peut-etre accomplie par la proteine kinase A (PKA) ou par la proteine 
kinase C (PKC), deux enzymes activees par certaines proteines G couplees aux 
recepteurs (LEFKOWITZ , 1998). Plus precisement, ces deux kinases exercent un 
retrocontrole negatif en phosphorylant les residus serines et threonines des boucles 
intracellulaires et de la queue cytoplasmique de plusieurs RCPGs. Cette phosphorylation 
est suffisante pour provoquer un decouplage efficace du recepteur et de sa proteine G en 
absence des arrestines. Pour ce type de regulation negative, la desensibilisation est dite 
heterologue puisque l'activation du recepteur n'est pas une etape requise (LUTTRELL 
et ah, 2002). En fait, tout stimulant ayant la capacite d'elever les taux cytoplasmiques 
d'AMPc (pour la PKA) ou de diacylglycerol (pour la PKC) peut induire une 
phosphorylation et done une desensibilisation de tout RCPG possedant un ou des sites 
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consensus appropries pour l'enzyme PKA et/ou PKC independamment de la presence de 
l'agoniste et des arrestines (LEFKOWITZ, 1998). 
Par contraste, la desensibilisation homologue a lieu chez les recepteurs lies a leur 
agoniste et requiert les arrestines. Ce processus de regulation debute egalement par la 
phosphorylation des recepteurs au niveau des residus serines et threonines positionnes 
preferentiellement dans la troisieme boucle intracellulaire ou dans la queue 
cytoplasmique. Par contre, cette phosphorylation est causee par les GRKs (G protein 
coupled receptor kinases), des kinases reconnaissant specifiquement les recepteurs 
adoptant une conformation active (LUTTRELL et al, 2002). 
Jusqu'a ce jour, on compte sept GRKs. Les GRK1 et GRK7 sont des enzymes 
retiniennes, GRK4 est exprimee principalement dans le cerveau, les reins et les testicules 
tandis que GRK2, GRK3, GRK5 et GRK6 possedent une distribution ubiquiste. Le 
ciblage de ces kinases a la membrane plasmique, via leur domaine C-terminal, constitue 
une etape critique pour le bon fonctionnement de ces enzymes. Les GRK1 et 7 possedent 
le motif CAAX au sein de leur domaine C-terminal. La farnesylation de ce motif de 
facon post-traductionnelle facilite la translocation de ces kinases a la membrane 
plasmique suite a la stimulation des photorecepteurs. Les GRK2 et GRK3 sont recrutees 
a la membrane, apres l'activation d'un RCPG, via une queue C-terminale liant les sous 
unites G|3Y libres et un domaine PH, egalement en C-terminal, s'associant aux 
phosphoinositides membranaires. GRK4 et 6 sont localisees a la membrane de facon 
constitutive grace a la palmitoylation de residus cysteines en C-terminal de la proteine. 
Finalement, la presence de GRKS a la membrane semble impliquer des interactions 
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electrostatiques entre son domaine C-terminal et les phospholipides membranaires 
(LUTTRELL et al, 2002). 
La phosphorylation des RCPGs par les GRKs est insuffisante pour induire un 
decouplage adequat du recepteur et de ses proteines G. En fait, le role des GRKs est 
plutot d'augmenter Faffinite des arrestines pour les recepteurs. Comme le demontre la 
Figure 1, suite a la stimulation d'un recepteur, les arrestines migrent a la membrane 
plasmique et s'associent fortement au RCPG active et phosphoryle par les GRKs afin de 
cesser la signalisation cellulaire induite par les proteines G. En effet, la liaison des 
arrestines aux recepteurs cree un encombrement sterique qui supprime Fassociation des 
RCPGs et des proteines G ainsi que Factivation de ces dernieres (LUTTRELL et ah, 
2002). 
1.3 Les arrestines 
Chez les mammiferes, la famille des arrestines contient quatre membres divises en 
deux categories basees sur leurs structures et fonctions. Les arrestines visuelles sont 
exprimees uniquement au niveau de la retine et plus precisement dans les cellules 
neuronales photoreceptrices connues sous le nom de cone et batonnet. En effet, 
Farrestinel, Farrestine des batonnets, et Farrestine4, Farrestine des cones, regulent 
specifiquement Factivite des RCPGs localises au niveau de la retine a savoir, la 
rhodopsine et les pigments des cones de maniere respective. Les arrestines non visuelles 
comprennent Farrestine2 ou p-arrestinel et Farrestine3 aussi nominee P-arrestine2. 
L'arrestine2 et Farrestine3 sont des proteines ubiquistes jouant un role primordial dans 
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Figure 1. Le role des arrestines non visuelles dans la desensibilisation, la 
sequestration et le routage intracellulaire des RCPGs 
La desensibilisation homologue (1) debute par la phosphorylation (P) des recepteurs 
exposes a leurs agonistes (H) par les GRKs. Les RCPGs phosphoryles s'associent aux 
arrestines (p-arr) ce qui inhibe le couplage des recepteurs et des proteines G 
heterotrimeriques. Cette inhibition resulte en une attenuation de la signalisation induite 
par les effecteurs (E) des proteines G. Les arrestines non visuelles complexees aux 
RCPGs jouent egalement le role de proteine adaptatrice en recrutant la clatherine, p2-
adaptine (AP-2) et NSF aux recepteurs actives. La sequestration (2) reflete l'endocytose 
des RCPGs via les puits tapisses de clatherines et par l'entremise de la dynamine (Dyn). 
Une fois internalises, le trafic intracellulaire des RCPGs est realise de deux manieres 
differentes. Les recepteurs de la classe A se dissocient rapidement des arrestines suite a 
l'endocytose. Ces RCPGs sont achemines a des endosomes a faible pH ou les ligands se 
dissocient et les recepteurs sont dephosphoryles par la phosphatase PP2A, avant d'etre 
recycles a la membrane plasmique (3). Les recepteurs de la Classe B forment un 
complexe stable avec les arrestines. Les RCPGs de cette classe s'accumulent dans des 
vesicules d'endocytose et sont ulterieurement recycles lentement a la surface cellulaire 
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la regulation de la signalisation de la plupart des RCPGs. Bien que les arrestines non 
visuelles soient exprimees dans la plupart des types cellulaires, de maniere generate, 
l'arrestine2 est beaucoup plus abondante que l'arrestine3 chez les cellules de 
mammiferes et tout specialement au niveau des neurones matures (environs 200 nM 
contre 10 nM) ou l'expression de ces proteines est la plus elevee (GUREVICH et al, 
2006a). 
1.3.1 Distribution cellulaire des arrestine2 et 3 
L'arrestine3 est une proteine a predominance cytoplasmique tandis que rarrestine2 
possede une distribution cytoplasmique et nucleaire (DEWIRE et al., 2007). 
Effectivement, bien que les arrestines non visuelles peuvent penetrer le noyau grace a 
leur domaine N-terminal (acides amines 1-185), rarrestine3 est rapidement exportee 
vers le cytoplasme du a la presence d'une region riche en acides amines hydrophobes 
(VXXXFXXLXL) au niveau de sa queue C-terminale. Cette region hydrophobe est en 
fait un signal d'export nucleaire (NES) qui confere a l'arrestine3 certaines fonctions 
particulieres. L'export nucleaire de l'arrestine3 permet notamment la relocalisation 
cytoplasmique de Mdm2, une E3 ubiquitine ligase, et de Jnk3, une kinase de la famille 
des MAPKinases. Ainsi grace a son NES, l'arrestine3 module la fonction de ces deux 
partenaires d'interaction en inhibant leur expression nucleaire (WANG et al., 2003b). 
L'absence d'un signal d'export nucleaire chez Farrestine2 accorde aussi a cette proteine 
certaines fonctions caracteristiques telles que la regulation de l'acetylation de l'histone 
et de la transcription de certains genes dont FOS etp27 (KANG et al., 2005) 
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1.3.2 La structure des arrestines 
L'arrestine2 et Farrestine3 sont des isoformes possedant une homologie de 
sequence de 78 % avec une variabilite dans la region codante surtout concentree au 
niveau de leur queue C-terminale (MOORE et aL, 2006). La structure de trois des quatre 
membres de la famille des arrestines a ete determinee a l'etat basal par cristallographie. 
Ces arrestines sont: Parrestinel et l'arrestine2 bovine ainsi que l'arrestine4 provenant 
de la salamandre. Ces proteines ont toutes une structure similaire de forme allongee 
(environs 70 A) et caracterisee par deux domaines, le domaine N et le domaine C, 
chacun constitue majoritairement de sept feuillets p\ Les arrestines sont egalement 
pourvues d'une region charniere de 12 residus environ localises entre les deux domaines 
et d'une queue C-terminale interagissant fortement avec le domaine N en condition 
basale (MOORE et aL, 2006) (Figure 2.A). Chez la cellule au repos, trois types 
d'interaction intramoleculaire maintiennent les arrestines dans une conformation 
inactive (Figure 2.B). Tout d'abord, les deux domaines N et C interagissent ensemble 
grace a de nombreux residus hydrophobes. Ensuite, un coeur polaire forme de six residus 
charges et distribues sur toute la surface des arrestines permet a differentes regions de 
s'associer afin de maintenir la proteine dans un etat basal. Ce coeur polaire est fortement 
conserve et doit etre destabilise afin d'allouer une liaison de haute affinite entre les 
arrestines et les RCPGs. Finalement, le troisieme type d'interaction implique le feuillet p 
I et l'helice a I situes respectivement dans le domaine N ainsi que la queue C terminale 
(GUREVICH et aL, 2006b). 
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Figure 2. Structure tridimensionnelle des arrestines 
A) Les arrestines sont constitutes d'un domaine N et d'un domaine C, d'une region 
flexible de 12 residus et d'une queue C-terminale. Cette representation origine de 
LEFKOWITZ, et al, 2005. B) Trois groupes d'interaction intramoleculaire maintierment 
1'arrestine dans une conformation basale : (DI) de nombreuses interactions hydrophobes 
entre le domaine N et le domaine C, (polar core) le coeur polaire constitute de 6 residus 
charges et (TE) les «trois elements d'interaction» c'est-a-dire des interactions 
intramoleculaires engageant la queue C-terminale et le domaine N (feuillet p I et l'helice 
a I). Ce schema illustre egalement la region charniere ou «hinge» au centre des deux 
domaines. Representation tiree de GUREVICH et al, 2006b. 
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Afin de permettre la formation d'un complexe stable entre les arrestines et les 
RCPGs, ces derniers doivent adopter une conformation active et phosphorylee. Suite a la 
liaison de son agoniste, le recepteur subit des changements structuraux au niveau de sa 
partie intracellulaire ce qui expose plusieurs residus. Ces residus sont localises sur toute 
la surface cytoplasmique du recepteur et sont reconnus par deux regions distinctes des 
arrestines situees dans la partie concave des domaines N et C. Ces sites de 
reconnaissance du recepteur active impliquent principalement les feuillets P 5 et 6 et les 
boucles adjacentes du domaine N ainsi que les feuillets |3 15 et 16 du domaine C. En 
plus d'arborer des regions detectant le recepteur active, les arrestines possedent des 
elements d'interaction sensibles au recepteur phosphoryle. Ces elements d'interaction 
comprennent les residus 155 a 170 chez l'arrestine2 et 3 et deux residus lysines du 
feuillet p I. En fait, l'arginine 169 du coeur polaire des arrestines non visuelles est 
essentielle a la reconnaissance de l'etat phosphoryle du recepteur (LEFKOWITZ et ah, 
2005). 
L'interaction des arrestines non visuelles avec les RCPGs actifs et phosphoryles 
entraine des changements conformationnels globaux ainsi que des modifications post-
traductionnelles rapides (dephosphorylation et ubiquitination) au sein des arrestines. En 
fait, les groupements phosphates du recepteur provoquent une rupture du cceur polaire et 
des points de contacts intramoleculaires impliquant la queue C-terminale et le domaine 
N. Ainsi, les arrestines non visuelles liees aux RCPGs subissent des rearrangements 
traduits par le deplacement des domaines N et C et la liberation de la queue C-terminale 
(Figure 3). Cette restructuration active les arrestines et stimule leur association avec 
differents partenaires d'interaction tels que la clatherine et AP2, des proteines 
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Figure 3. L'activation des arrestines par les RCPGs induit des changements 
conformationnels majeurs 
A gauche, Farrestine se trouve dans un etat inactif avec une queue C-terminale repliee et 
inaccessible. A droite, suite a l'activation d'un RCPG par son agoniste et de sa 
phophorylation par les GRKs, Farrestine se fixe au recepteur. Cette association induit 
des changements conformationnels majeurs chez Farrestine illustres par un deploiement 
de sa queue C-terminale desormais apte a interagir avec differentes proteines comme la 
clatherine et AP-2. Illustration provenant de LEFKOWITZ et al., 2005. 
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d'endocytose, ainsi que c-Src et Erkl/2, des kinases impliquees dans la signalisation 
cellulaire (LEFKOWITZ et al, 2005). 
La desensibilisation est la premiere fonction des arrestines caracterisee dans la 
litterature (BENOVIC et al, 1987 et LOHSE et al, 1990). Par la suite, il a ete decouvert 
que les arrestines non visuelles possedaient la capacite d'induire 1'internalisation des 
RCPGs (GOODMAN et al, 1996 et LAPORTE et al, 1999). Cette aptitude rut 
interpreted comme une extension logique de leur role dans le processus de 
desensibilisation. Des recherches subsequentes ont egalement prouve que les arrestines 
non visuelles interagissent avec de nombreuses proteines faisant partie de la 
signalisation cellulaire et de ce fait, connectent les RCPGs a des voies de signalisation 
alternative (DAAKA et al, 1998 et DEFEA et al, 2000a). Cette derniere trouvaille 
positionne les arrestines sur un meme pied d'egalite que les proteines G soit comme des 
proteines signaletiques adaptatrices recrutees par les RCPGs actifs (GUREVICH et ah, 
2006). 
1.4 L'internalisation des RCPGs 
L'internalisation des RCPGs, aussi nommee l'endocytose ou la sequestration, 
survient quelques minutes apres la desensibilisation des recepteurs exposes a leur 
agoniste. Ce mecanisme provoque un retrait des recepteurs de la surface cellulaire de 
maniere reversible ou irreversible et contribue done respectivement a la 
desensibilisation/resensiblisation du signal et a la regulation a la baisse ou 
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«downregulation» du signal. L'endocytose permet done un reglage minutieux de 
1'amplitude et de la duree de la signalisation induite par les RCPGs (MOORE et al., 
2006). 
Le processus de sequestration englobe le ciblage des recepteurs a des sites 
membranaires distincts favorisant la penetration des recepteurs a l'interieur de la cellule, 
l'internalisation elle-meme et le routage intracellulaire vers des compartiments de 
recyclage ou de degradation. II existe differentes voies d'endocytose definies par une 
machinerie moleculaire distincte: la voie dependante de la clatherine, la voie 
dependante des caveolines et la voie independante de la clatherine et des caveolines. Le 
processus de sequestration des RCPGs, le plus etudie et le mieux caracterise est celui 
engageant les puits tapisses de clatherine (CCPs) (MOORE et al., 2006). 
1.4.1 La voie dependante de la clatherine 
Cette voie d'endocytose des RCPGs requiert la dynamine, une proteine GTPase 
recrutee aux CCPs. De facon plus precise, la dynamine liee au GTP polymerise et forme 
un anneau entre la vesicule en formation et la membrane plasmique. L'hydrolyse des 
molecules de GTP induit un changement conformationnel de 1'anneau et la fission de la 
vesicule. Cette derniere se transforme en endosome precoce puis subsequemment en 
endosome de recyclage afin de permettre le retour des recepteurs a la surface cellulaire. 
Les vesicules intracellulaires peuvent egalement acheminer les RCPGs vers des 
endosomes tardifs. Ces derniers fusionnent avec les lysosomes, des compartiments 
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acides constitues d'enzymes digestives qui degradent les recepteurs (MOORE et al, 
2006). 
1.4.2 Le role des arrestines non visuelles 
Contrairement aux arrestines visuelles, les arrestines non visuelles ont la faculte 
d'initier 1'internalisation des recepteurs couples aux proteines G grace a leur queue C-
terminale. Au sein de cette region, Farrestine2 et Farrestine3 affichent deux motifs 
importants qui leurs permettent d'agir comme proteine adaptatrice interconnectant les 
RCPGs aux CCPs. En effet, Farrestine2 et 3 lient fortement et de maniere 
stcechiometrique la clatherine. Cette interaction implique le motif LIEF localise entre les 
residus 374 et 377 de la portion C-terminale de Farrestine2 ainsi que la region comprise 
entre les acides amines 89 et 100 du domaine N-terminal de la chaine lourde de la 
clatherine (GOODMAN et al, 1996). De surcroit, les arrestines non visuelles s'associent 
directement a la sous unite (32-adaptine de la proteine heterotetramerique AP-2. La 
formation de ce complexe est encore une fois possible du a la queue C-terminale de 
Farrestine3 qui arbore une sequence RXR au niveau des residus 394 et 396 (Figure 4) 
(LAPORTE et al, 1999). Tout comme Farrestine2 et 3, AP-2 est une proteine 
adaptatrice liant la clatherine mais egalement la dynamine et EPS-15. Par son interaction 
avec la machinerie d'internalisation, le complexe AP-2 est essentiel afin de diriger les 
recepteurs vers les puits recouverts de clatherine et pour initier le processus 
d'endocytose (LAPORTE et al, 2000) (Figure 1). 
-16 -
Figure 4. Signaux NLS et NES ainsi que les motifs d'interaction proteine-proteine 
repertories sur les arrestine2 et 3 
A) Le domaine N (1-185) est indispensable a la localisation nucleaire des arrestines non 
visuelles. De plus, une sequence d'export nucleaire (NES) fonctionnelle est localisee en 
C-terminal de l'arrestine3. La clatherine et AP-2 s'associent avec la queue C-terminale 
des arrestines non visuelles. Les sites de liaison d'IP6 (233-251), c-Src (1-185), Mdm2 
(1-186), Jnk3 (sequence RRS), iKBa (1-240) et TRAF6 sont egalement illustres. Schema 
provenant de MA et al., 2007. B) Representation en trois dimensions des domaines de 
l'arrestine3 interagissant avec des proteines d'endocytose et signaletiques. Les prolines 
91 et 121 sont importantes pour le complexe arrestine2/c-Src. Les motifs LIEF et RXR 
permettent le recrutement respectif la clatherine et d'AP-2. La sequence de liaison des 
MAPKs, RRS, est positionnee au niveau du domaine C. Les regions d'interactions de 
Mdm2 et ASK1 sont positionnees au niveau du domaine N. Cette image provient de 
LEFKOWITZ et al, 2005. 
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Les arrestines non visuelles interagissent avec d'autres molecules endocytiques 
bien que jusqu'a ce jour, les domaines impliques n'ont pas ete caracterises de facon 
precise (Tableau 1 et Figure 4). Ces partenaires d'interaction comprennent entre autre, 
Mdm2, une E3 ubiquitine ligase decrite a la section 1.2.1, ARF6, une petite proteine G 
de la superfamille RAS, et sa GEF ou facteur d'echange du nucleotide guanine, ARNO. 
ARF6 ou «ADP- ribosylation factor 6» est une proteine monomerique liant le GDP ou le 
GTP. Cette petite proteine G est impliquee dans les mecanismes d'internalisation 
dependant ou independant de la clatherine (MOORE et ah, 2006). De plus, Farrestine2 
se lie a la proteine NSF ou proteine de fusion sensible au N-ethylmaleimide (LUTTREL 
et ah, 2002). Cette proteine ATPase est impliquee dans le transport intracellulaire, grace 
a sa liaison au complexe SNARE, en plus d'etre requise pour la sequestration des 
recepteurs. En ajout, la region comprise entre les acides amines 233-251 est essentielle 
aux arrestines non visuelles afin de permettre leur association a FInsP6. Cette alliance ne 
semble pas influencer la translocation des arrestines a la membrane ou resident des 
recepteurs actives mais s'avere primordiale au mecanisme d'internalisation 
(GAIDAROVeffl/,,1999). 
1.4.3 Le devenir intracellulaire des RCPGs est regule par Parrestine2 et 
l'arrestine3 
Les RCPGs sequestres a l'interieur de la cellule, par l'entremise de la voie 
dependante de la clatherine, peuvent etre divises en deux classes selon leur mode 
-19 -
d'interaction avec les arrestines non visuelles. Les recepteurs de la classe A comme le 
recepteur pYadrenergique (P2AR), le recepteur a l'endotheline de type A (ETAR) et le 
recepteur a la dopamine D1A (D 1AR) ont une plus grande affinite pour l'arrestine3 
tandis que les recepteurs de la classe B englobant les recepteurs de type 1A de 
Pangiotensine II (ATJAR), de la vasopressine V2 (V2R) et de la neurotensine 1 (NT1) 
s'associent de maniere equivalente a Farrestine2 et l'arrestine3 (DEWIRE et al., 2007). 
Ceci suggere que les arrestine2 et 3 possedent des affinites distinctes pour des recepteurs 
differents. 
D'autre part, les recepteurs de la classe A se dissocient rapidement des arrestines 
non visuelles au niveau des CCPs avant ou durant le largage des vesicules dans le 
cytoplasme. En outre, alors que le recepteur est conduit vers les endosomes acidifies afin 
d'etre rapidement resensibilise et recycle a la surface cellulaire, les arrestines non 
visuelles desormais liberees des recepteurs se relocalisent a la membrane plasmique. De 
leur cote, les recepteurs de la classe B forment un complexe stable avec les arrestines 
non visuelles et le tout est internalise puis achemine au niveau des vesicules 
endosomales. Les RCPGs de cette classe sont emmagasines dans la cellule et leur 
translocation a la surface cellulaire est beaucoup plus lente. Ainsi, la formation du 
complexe transitoire recepteur/arrestine favorise une dephosphorylation rapide du 
recepteur et un prompt recyclage a la membrane. A 1'inverse, une association stable 
retarde la resensibilisation du recepteur internalise et peut favoriser la voie de 
degradation (LUTTRELL et al., 2002) (Figure 1). De ce fait, il semble que l'intensite 
d'interaction entre les arrestines non visuelles et les RCPGs est la cause du devenir 
intracellulaire de ces derniers. D'ailleurs, la stabilite de ce complexe est entre autre 
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dictee par la queue C-terminale des arrestines non visuelles de meme que la presence 
d'un groupe specifique de residus serines et threonines dans la portion C-terminale du 
recepteur (OAKLEY et al., 2001). De plus, l'ubiquitination des arrestine2 et 3 correle 
avec l'affmite de ces proteines pour les recepteurs couples aux proteines G (DEWIRE et 
al, 2007). 
1.4.4 La regulation des arrestines non visuelles par des modifications post-
traductionnelles 
Les arrestines non visuelles sont des proteines cytosoliques constitutivement 
phosphorylees et suite a leur liaison aux recepteurs actives, ces proteines perdent leurs 
groupements phosphates. L'arrestine2 est phosphorylee sur son residu serine 412 par les 
enzymes Erkl et Erk2 (LIN et al., 1997). Pour sa part, Farrestine3 est phosphorylee au 
niveau des acides amines threonine 383 et serine 361 par la caseine kinase II (CKII) 
(KIM et al., 2002). La dephosphorylation des arrestines non visuelles survient a la 
membrane plasmique et permet a l'arrestine2 de s'unir a ces partenaires endocytiques 
tels que la clatherine et a la kinase c-Src (LIN et al., 1997). Contrairement a l'arrestine2, 
le statut de phosphorylation de l'arrestine3 ne regule pas sa fonction dans 
l'internalisation des RCPGs. En effet, l'arrestine3 phosphorylee s'associe a la proteine 
adaptatrice AP2, la clatherine et la kinase c-Src avec autant d'affinite que la proteine 
libre de groupements phosphates. Cette modification post-traductionnelle semble plutot 
allouer la formation d'un large complexe proteique contenant Farrestine3 (KIM et al., 
2002). Finalement, bien que la phosphorylation affecte la capacite de l'arrestine2 a 
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coordonner la sequestration des recepteurs, la presence de phosphate a la portion C-
terminale des arrestines non visuelles ne semble pas influencer leur interaction avec les 
recepteurs ni la desensibilisation de ces derniers (CLAING et al, 2002). 
L'ubiquitination des arrestines non visuelles survient en reaction a l'activation de 
nombreux recepteurs a sept domaines transmembranaires. Cette modification post-
traductionnelle implique un processus enzymatique en trois etapes par lequel 
l'ubiquitine, une petite proteine d'environs 8,5 kDa, est liee de maniere covalente a un 
residu lysine de la proteine cible. Ce processus est amorce par El, l'enzyme d'activation 
de l'ubiquitine. Cette enzyme forme un lien thioester de haute energie avec la glycine en 
C-terminal de l'ubiquitine. Apres, l'ubiquitine activee est transferee a E2, l'enzyme de 
conjugaison de l'ubiquitine puis a E3, la ligase ubiquitine-proteine. Cette derniere 
enzyme fixe la partie COOH activee de l'ubiquitine au groupe amine de la chaine 
laterale d'une lysine du substrat. En plus, de marquer les proteines pour la degradation 
par le proteosome, l'ubiquitine est impliquee dans le routage des proteines et la 
transduction des signaux (DEWIRE et al., 2007). 
L'enzyme Mdm2, est la E3 ligase impliquee dans l'ubiquitination des arrestines 
non visuelles. Cette etiquette est necessaire aux arrestines afin d'induire une endocytose 
rapide des recepteurs (SHENOY et al., 2001). En plus de diriger l'internalisation, cette 
petite proteine influence le trafic intracellulaire des recepteurs. En effet, la stabilite du 
complexe recepteur/arrestine, forme suite a la stimulation d'un agoniste, est reliee a la 
duree d'ubiquitination des arrestines. Les recepteurs de la classe A s'associent 
faiblement aux arrestines et ces dernieres sont marquees transitoirement par l'ubiquitine. 
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Par contre, les recepteurs de classe B ont une forte affinite pour les arrestines et ces 
dernieres affichent une ubiquitination soutenue. De plus, cette modification post-
traductionnelle induit la degradation des RCPGs. Ce processus d'elimination requiert la 
presence des arrestines non visuelles afin de recruter une ou plusieurs E3 ligases aux 
recepteurs actives (SHENOY et al, 2001 ; SHENOY et al, 2003 et PERROY et al, 
2004). 
En plus d'etre primordiale pour la resensibilisation, le recyclage et la regulation a 
la baisse des recepteurs, l'endocytose favorise egalement differentes signalisations 
cellulaires. 
1.5 Les arrestines non visuelles regulent la signalisation cellulaire 
La propagation des signaux intracellulaires engage une cascade d'evenements 
hautement coordonnee. II existe de nombreuses cibles possibles pour un membre 
particulier de la machinerie signaletique. Ainsi, dans le but de maintenir une 
signalisation specifique et integre, les cellules emploient des proteines d'echafaudages 
egalement appelees des chaperonnes. Ces proteines assurent la fidelite d'une voie de 
signalisation particuliere en reunissant les differents partenaires de cette voie. Grace a 
leur rapprochement, ces derniers peuvent desormais interagir les uns avec les autres et 
propager une reponse cellulaire discrete et precise. Durant la derniere decennie, de 
nombreuses etudes ont souligne le role des arrestines non visuelles en tant que proteine 
d'echafaudage dans diverses voies de signalisation comme celles des MAPKs, de p53 et 
deNF-kB (Tableau 1) (GUREVICH et al, 2006a). 
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Le role des arrestines non visuelles en tant que proteines adaptatrices propageant la 
signalisation a ete souligne pour la premiere fois par les travaux de LUTTRELL et ah, 
1999. Ce groupe de chercheurs a demontre que rarrestine2 pouvait recruter la tyrosine 
kinase c-Src au recepteur pVadrenergique expose a son ligand. Aussi, cet article illustre 
que le complexe (32AR/arrestine2/c-Src provoque 1'activation de la cascade des MAPKs 
en plus de favoriser Finternalisation du recepteur. Finalement, cette etude demontre que 
le domaine N (acides amines 1-185) de l'arrestine2 est essentiel a 1'engagement de c-Src 
au recepteur active. 
Suite a cet article, plusieurs recherches ont mis en evidence Fimplication des 
arrestines non visuelles dans la regulation de la voie des MAPKs. Par exemple, 
LUTTRELL et ah, 2001, revele que l'exposition de ATIAR a l'angiotensine II, resulte en 
la formation d'un complexe multi-proteique incluant l'arrestine3, Raf-1 (MAPKKK), 
Mek-1 (MAPKK) et Erkl/2 (MAPK) (Figure 5.A). Une autre MAPK activee par les 
arrestines non visuelles est Jnk3. En effet, les travaux de MCDONALD et ah, 2000 et 
MILLER et ah, 2001 prouvent que Factivation d'AT iAR permet egalement la 
formation d'un complexe incluant Farrestine3, Jnk3 ainsi que deux kinases activatrices 
en amont soit MKK4 ou MAP kinase kinase 4 et ASK1 aussi nomme «apoptosis signal 
kinasel» ou encore MAP kinase kinase kinase 5 (Figure 5.B). De surcroit, Farrestine3 
peut egalement reguler negativement cette voie signaletique en interagissant avec le 
phosphatase MKP7, une enzyme inhibant JNK3 (WILLOUGHBY et ah, 2005). 
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Binding, proteins* Arrestin subtype 
Arrestin conformation? 
GPCR-bound Free Function 
TrafficSiang p r o t e i n s 
Clathrin ArrestinJ, arrestinJ 
AP-2 Arrest! n l , arrestin3 
NSF Arrest inJ 
+++ 
S m a l l G p r o t e i n s a n d guany! nuc leo t i de exchange fac to rs 
ARF6 Arrestin3, arrestinJ +++ 
A R N O ArrestinJ + + + 
RalGDS ArrestinJ, arrestinJ '. 
RhoA Arrest inJ i 
M A P k inase cascade c o m p o n e n t s 
ASK I Arrestin 3 
e-Raf-1 ArrestinJ, arrestin3 
JNK3 ArrestinJ. arrestinJ, 
rod arrestin, cone arrestin 
+ + + 
+ + + 
ERIC2 Arrest ing arrestin3 
N o n - r e c e p t o r tyrosine k inase* 
c-Sre Arrest ing arrestinJ 
Yes Arrest inJ 
Hck Ar res t ln l 
F|r Arrest inJ 
Non-GPCR membrane proteins 
+++ 
+ + + 
+ •»-+ 
+ ++ 
NaVH* exchanger NHES 
IGF I receptor 
LDL recepKsr 
TGF-p receptor type III 














Calmodulin (with Ca3*) 
S m a l l m o l e c u l e s 
Phosphoinosltidas 
Inositol phosphates 





Arrest inJ, arrestinJ, 







A r r e s t i n l arrestinJ, 





















Ral-mediated cytoskeletDn reorganization 
Angiotensin li-dependent stress fiber formation 
JNK3 and p38 activation 
ERK activation 
Stabilization of phosphorylated (active) 
JNK on endosomes; export of phosphorylated 
(active) JNK f rom the nucleus 
Stabilization of phosphorylated (active) ERK 
on endosornes 
Endocytosis, ERK activation 
Got activation and GLUT4 transport 
Exocytosis of granules in neutrophils 





Endocytosis, MARK activation 
Recepmr ubiquitination, endocytosis, 
export of MdmJ from the nucleus 
Degradation of Notch receptor 
Stabilization of k B a , p2AP and TNFR stimulation 
cAMP degradation 




Transcription regulation, endocytosis of Frizzted4 
Regulation of TLR-IL-IR signaling 
Regulates histone H4 acetylation and 
activity of p27 and c-fos promoters 
Ca2"* signaling? 
Endocytosis, light-dependent translocation of 
OresopMo arrestinJ in photoreceptors 
Arrestin oligomerlzation, inhibition of 
receptor binding 
Tableau 1. Les partenaires d'interaction des arrestine2 et 3 autres que les RCPGs 
Tableau tire de (GUREVICH et al, 2006a) 




Figure 5. Les arrestines non visuelles sont des proteines d'echafaudage pour 
differentes voies de signalisation 
L'arrestine3 active la voie des MAPKs par la formation d'un complexe proteique 
incluant Erkl/2 (A) ou Jnk3 (B). C) Les arrestines regulent aussi la kinase anti-
apoptotique Akt. Dans certains systemes cellulaires, l'activation d'Akt necessite 
l'arrestine3 bien que celle-ci puisse egalement inhiber cette kinase en recrutant la 
phosphatase PP2A. Illustration tiree de (DEWIRE et al., 2007). 
P-arrestin2 [i-arrcstin2 




Les arrestines non visuelles sont egalement connues pour reguler positivement et 
negativement la kinase anti-apoptotique Akt. Bien que ce mecanisme d'action des 
arrestines demeure a eclaircir, de recentes etudes ont illustre que l'arrestine3 peut 
recruter la phosphatase PP2A a certains RCPGs actives afin de supprimer l'activation de 
la serine/threonine kinase Akt (GOEL et al, 2002 ; POVSIC et al, 2003 et BEAULIEU 
et al, 2005). Tres peu d'etudes impliquant les arrestines non visuelles dans la 
signalisation cellulaire ont montre le recrutement d'une phosphatase aux complexes 
signaletiques. 
1.5.1 L'arrestine2 et Parrestine3 influencent la signalisation nucleaire 
En plus d'inhiber la translocation nucleaire des Erks (DEFEA et al, 2000b ; 
LUTRELL et al, 2001 et TOHGO et al, 2002) les arrestines non visuelles interagissent 
avec de nombreuses proteines impliquees dans la signalisation cellulaire afin de reguler 
la transcription des genes. En effet, l'arrestine3 favorise la localisation cytoplasmique de 
la E3 ubiquitine ligase Mdm2 et done empeche cette oncoproteine d'inhiber le 
suppresseur de tumeur p53 qui se situe au noyau des cellules (SHENOY et al, 2001 et 
WANG et al, 2003a). L'arrestine3 controle egalement la distribution intracellulaire du 
facteur de transcription NF-KB en interagissant directement avec son regulateur negatif 
IKBOI. Cette association stabilise IKBCX et par ce fait inhibe l'activation et la localisation 
nucleaire de N F - K B . ( W I T H E R O W et al, 2004 et GAO et al, 2004). 
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D'autre part, la presence de l'arrestine2 au noyau permet un controle direct de 
V expression genique. En effet, suite a 1'activation de certains RCPGs, cette proteine 
adaptatrice s'accumule aux promoteurs des genes cibles (comme les genes p27 et FOS) 
afin de recruter des co-facteurs tels que l'histone acetyltransferase p300 et CREB et 
d'induire la transcription (KANG et al, 2005). 
1.6 Autres recepteurs interagissant avec les arrestines non visuelles 
En parallele a la decouverte de la participation des arrestines non visuelles a 
diverses voies de signalisation, de nombreuses etudes ont egalement souligne que ces 
proteines multifonctionnelles peuvent Her des recepteurs ne demontrant aucun lien 
structural avec les RCPGs. Ainsi, les arrestines regulent la signalisation et/ou 
Finternalisation de recepteurs tels que IGF1R, TGFpRIII, LDLR, le recepteur de 
l'interleukine 1 et NHE5, un echangeur Na+/H+ (LIN et al, 1998 ; GIRNITA et al, 
2003 ; CHEN et al, 2003 ; WU et al, 2003 et SZABO et al, 2005). 
D'autre part, la taille modeste de l'arrestine (40-45 kDa) et ses multiples 
partenaires d'interaction connus et inconnus suggerent fortement que ce regulateur 
extremement polyvalent ne peut interagir simultanement avec tous ces compagnons peu 
importe sa conformation. Ainsi, certaines proteines entrent en competition car leurs 
domaines d'interaction, presents sur les arrestines non visuelles, se chevauchent. De 
plus, d'autres facteurs tels que l'affinite, la conformation ou bien l'etat d'activation 
gouvernent aussi la selectivite des arrestines pour certains partenaires cellulaires 
(GUREVICH et al, 2006a). 
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aP°P tos is Transcription 
Figure 6. Les arrestines non visuelles regulent la transcription genique de plusieurs 
facons 
A) Regulation directe de la transcription. En reponse a l'activation d'un RCPG, 
l'arrestine2 migre au noyau et se localisent aux promoteurs des genes cibles afin de 
recruter des co-facteurs comme l'histone acetyltransferase p300 et CREB et d'induire la 
transcription de facon directe. B) Regulation indirecte de la transcription. Les arrestines 
non visuelles empechent, par la formation de complexes proteiques cytoplasmiques, la 
translocation nucleaire de differentes proteines, telles que Erkl/2, Mdm2 et NF-KB. Ub, 
ubiquitination ; ac, acetylation ; p50p65, les deux sous unites de NF-KB ; H4, Histone 
H4. Schema issu de MA et al, 2007. 
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1.7 La tyrosine kinase c-Src 
II est bien connu desormais que les RCPGs controlent les processus de croissance 
cellulaire, de proliferation et de differenciation en propageant une cascade de 
phosphorylation des residus tyrosines d'un grand nombre de proteines. Afin d'initier 
cette cascade signaletique, les RCPGs ont la capacite de recruter les kinases de la famille 
Src (SFK) par une interaction directe ou indirecte via les proteines G et les arrestines 
non visuelles. L'activation indirecte de ces kinases implique egalement la transactivation 
des recepteurs a activite tyrosine kinase tels que l'EGFR ou le PDGFR et des complexes 
focaux d'adherence impliquant les integrines et la kinase cytoplasmique FAK pour 
«focal adhesion kinase» (LUTTRELL et al., 2004). 
Durant la derniere decennie, plusieurs etudes se sont penchees sur la 
caracterisation du complexe impliquant les RCPGs, les arrestines et la kinase c-Src. 
Ainsi, il a ete determine qu'en plus d'induire une signalisation mitogene par la 
stimulation de Erkl/2, la kinase c-Src, recrutee au recepteur active par l'entremise des 
arrestines, favorise le mecanisme d'internalisation suite a la phosphorylation de la 
dynamine (AHN et al, 2002) et de la sous unite [}2-adaptine d'AP-2 (FESSART et al., 
2005). 
La proteine c-Src est une enzyme ubiquiste de 60 kDa de la famille des tyrosines 
kinases Src. Cette famille de kinases non-receptorielles compte 11 membres chez 
l'humain ce qui inclut, en plus de c-Src, les enzymes suivantes : Blk, Brk, Fgr, Frk, Fyn, 
Hck, Lck, Lyn, Srm et Yes. Ces enzymes catalysent le transfert d'un groupement 
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phosphate de l'ATP a un residu tyrosine d'un substrat. Cette modification enzymatique 
gouverne la transmission de divers signaux cellulaires en reponse a plusieurs recepteurs 
tels que les recepteurs tyrosine kinases, les integrines, les RCPGs, les recepteurs des 
hormones steroi'diennes et les recepteurs des cytokines. Ainsi, c-Src est une composante 
cle des voies de signalisation cellulaire impliquees dans la differentiation, la 
proliferation, la survie, 1'adhesion, la morphologie, la motilite et la resorption osseuse. 
De plus, une activite aberrante et excessive de c-Src est retrouvee dans de nombreux 
cancers (ROSKOSKI, 2004). 
1.7.1 La structure de c-Src 
La kinase c-Src est constitute d'un groupe myristoyl de 14 carbones en N-terminal 
suivi d'un domaine SH4, un segment unique, un domaine SH3, un domaine SH2, une 
petite region de transition appelee «SH2-kinase linker», un domaine kinase ou SHI et 
une region regulatrice en C-terminal (Figure 7). La myristoylation est requise pour 
l'attachement de la kinase aux membranes et pour son activite cellulaire. Ainsi, au 
niveau des fibroblastes, c-Src est retrouvee, avec divers recepteurs, liee aux endosomes, 
a la membrane perinucleaire, aux vesicules de secretion et a la face cytoplasmique de la 
membrane plasmique. Les domaines SH3 (environ 60 acides amines) et SH2 (environ 
100 acides amines) se fixent de maniere respective a des sequences riches en prolines et 
des residus phosphotyrosines. Ces domaines possedent plusieurs fonctions importantes 
dont le maintien d'une conformation inactive de la kinase a l'etat basal par la formation 
de contacts intramoleculaires. En effet, afin d'inhiber l'activite catalytique de c-Src, le 









Figure 7. Organisation structurale et sites de phosphorylation de c-Src 
Illustration tiree de ROSKOSKI, 2005. 
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tandis que le domaine SH3 interagit avec des residus prolines localises dans la region de 
transition. En plus d'influencer l'activite enzymatique, ces deux domaines controlent la 
localisation cellulaire de la kinase et le recrutement des substrats (ROSKOSKI, 2004). 
1.7.2 L'etat de phosphorylation de c-Src regule son activite kinase 
Les kinases de la famille Src sont des proteines hautement regulees. La proteine c-
Src est pourvue essentiellement de deux sites de phosphorylation impliques dans le 
controle de son activite enzymatique. En condition de repos, c-Src est phosphorylee au 
niveau de la tyrosine 530. Ce residu phosphoryle interagit avec le domaine SH2 de la 
kinase et ainsi stabilise la proteine dans une conformation inactive. De surcroit, les 
kinases c-Src s'activent mutuellement en s'autophosphorylant au niveau de la tyrosine 
419 placee dans le domaine kinase (BROWN et al, 1996 et ZHENG et al, 2000). 
D'autre part, deux tyrosines kinases stabilisent la conformation dormante de c-Src 
en phosphorylant la tyrosine 530 de sa queue C-terminale. Ces proteines regulatrices 
sont intitulees Csk pour «C-terminal src kinase» et Chk pour «Csk homology kinase» 
(OKADA et al, 1989 et ZRIHAN-LICHT et al, 1997). Tout comme c-Src, ces deux 
kinases sont composees de domaines SH3, SH2 et SHI. Par contre, Csk et Chk sont 
depourvues du groupe myristoyl en N-terminal et d'une queue C-terminale regulatrice, 
deux regions retrouvees chez c-Src (OGAWA et al, 2002). En plus de la 
phosphorylation de l'acide amine Y530, l'enzyme Chk peut egalement attenuer l'activite 
kinase de c-Src par la formation d'un complexe inhibiteur. Ainsi, Chk se fixe a la kinase 
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demunie de groupements phosphates et empeche son activation ou encore, elle s'associe 
a c-Src tyrosine phosphorylee a la position 419 afin de reprimer son activite catalytique 
(CHONGe*a/.,2004). 
1.8 Les proteines tyrosines phosphatases 
De nombreux processus cellulaires tels que la proliferation, la survie, la 
differentiation, la migration et l'apoptose sont regules par phosphorylation sur tyrosine, 
une modification post-traductionnelle controlee, a son tour, par un equilibre entre 
Taction des proteines tyrosines kinases (PTKs) et les proteines tyrosines phosphatases 
(PTPs). Un dereglement de cet equilibre est la cause de diverses pathologies chez 
l'humain telles que le cancer, le diabete et des deficiences immunitaires (MOHI et ah, 
2007). 
1.8.1 Classification des proteines tyrosines phosphatases 
Chez les mammiferes, 107 genes codant pour des proteines tyrosines phosphatases 
ont ete identifies a ce jour. Ces PTPs sont divisees en quatre families selon la similarite 
de leurs sequences et de leurs domaines catalytiques. Les enzymes de la classe I, II et III 
possedent le motif HC(X)5R au niveau de leur site catalytique. Ce motif est constitue 
d'un residu cysteine hautement conserve et necessaire pour initier le processus 
catalytique des PTPs. De leur cote, les enzymes de la classe IV arborent un mecanisme 
catalytique different base sur un residu aspartate et un cation (ALONSO et al, 2004). 
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La classe I, la plus grande famille, regroupe 38 PTPs classiques et 61 phosphatases 
a specificite double (DSP) (Figure 8). Les phosphatases dites classiques reconnaissent 
uniquement les residus tyrosines phosphoryles. Cette famille inclut 21 PTPs 
transmembranaires ou «receptor-like» et 17 PTPs cytoplasmiques (ALONSO et ah, 
2004). La plupart des PTPs transmembranaires sont pourvues d'une portion 
extracellulaire de taille variee et constitute de differents domaines structuraux, d'un 
segment transmembranaire unique et de deux domaines catalytiques cytoplasmiques. En 
fait, la partie extracellulaire de ces PTPs est souvent comparee a celle des molecules 
d'adhesion puisqu'elle est majoritairement formee de domaines homologues aux 
immunoglobulines et de domaines fibronectine de type III. Bien que ces enzymes 
possedent deux domaines phosphatases organises en tandem a l'interieur de la cellule, le 
domaine catalytique en C-terminal de la proteine est generalement inactif et semble 
posseder un role au niveau de la localisation et/ou du recrutement du substrat de 
l'enzyme (OSTMAN et ah, 2006). 
Pour leur part, les phosphatases cytoplasmiques ne possedent qu'un domaine 
phosphatase flanque de part et d'autre de divers domaines structuraux comme par 
exemple les domaines PDZ, FERM et SH2. Ces domaines accessoires sont specifiques a 
chaque phosphatase et permettent de cibler le domaine catalytique a des localisations 
intracellulaires et des complexes proteiques precis ou resident leurs substrats et proteines 
regulatrices. La proteine tyrosine phosphatase Shp2, le sujet de mes recherches, fait 
partie de cette classe d'enzymes cytosoliques tout comme la proteine PTP1B, la 
premiere tyrosine phosphatase a avoir ete purifiee, sequencee et cristallisee (BARFORD 
et ah, 1994). Tout comme les phosphatases classiques cytoplasmiques, les phosphatases 
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Figure 8. Les tyrosines phosphatases de la classe I 
La classe I englobe les phosphatases classiques subdivisees en phosphatases 
transmembranaires ou «receptor-like», phosphatases cytoplasmiques ou «non-receptor», 
et les phosphatases a specificite double (DSPs). Les enzymes classiques reconnaissent 
seulement des substrats exposant des phosphotyrosines tandis que les DSPs exercent leur 
action sur des phosphotyrosines et des phosphothreonines ou des phosphoserines. 
Representation issue de MOHI et al., 2007. 
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a specificite double ou DSP, sont constitutes d'un domaine phosphatase habituellement 
accompagne d'un (ou de plus d'un) domaine accessoire. Par contre, ces enzymes 
affichent une plus grande diversite de specificite de substrat. En effet, en plus d'exercer 
leur activite enzymatique sur des residus phosphotyrosines, les DSPs ont la capacite de 
dephosphoryler les residus serines ou threonines. Ce groupe comprend entre autres, les 
onze MAPkinases phosphatases (MKPs), des enzymes regulant les kinases Erks, Jnk et 
p38 (ALONSO et al, 2004). 
Les enzymes de la classe II ne contiennent qu'un membre nomme LM-PTP pour 
«low molecular weight» PTP. Cette proteine de 18 kDa est largement distribute au sein 
des organismes vivants. Bien que chez l'humain cette phosphatase agisse sur de 
nombreuses tyrosines kinases et leurs substrats, ses fonctions physiologiques demeurent 
nebuleuses. En outre, des mutations de LM-PTP sont retrouvees dans plusieurs 
pathologies comme l'asthme, le diabete et Farthrite rhumatoi'de ce qui laisse croire que 
cette enzyme regule des processus cellulaires fondamentaux. Les phosphatases de la 
classe III englobent trois proteines regulant le cycle cellulaire : CDC25A, CDC25B et 
CDC25C. Ces enzymes hydrolysent les residus inhibiteurs phosphotyrosines et 
phosphothreonines presents en N-terminal des Cdks, des kinases regulant le cycle 
cellulaire. Finalement, la classe IV regroupe quatre membres intitules les proteines 
«Eyes absent» ou Eya. Recemment decouvertes, ces enzymes possedent une activite 
tyrosine/serine phosphatase et sont impliquees dans le developpement et la morphologie 
nucleaire (ALONSO et al, 2004). 
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1.8.2 Mecanismes enzymatiques des proteines tyrosines phosphatases 
Contrairement aux kinases qui catalysent la phosphorylation des proteines en 
utilisant l'ATP, les phosphatases induisent un retrait des groupements phosphates via 
des reactions d'hydrolyse. Le mecanisme catalytique decrit dans cette section fait 
reference aux tyrosines phosphatases possedant le motif HC(X)5R dans leur site actif. Ce 
mecanisme se deroule en deux etapes et debute par la formation d'un intermediaire 
phosphoenzyme (Figure 9). Au pH physiologique, le residu cysteine du motif 
enzymatique n'est pas protonne et realise une substitution nucleophile en attaquant le 
groupe phosphate du substrat. L'expulsion du groupe partant, c'est-a-dire de la tyrosine 
d'une proteine, est facilitee grace a un residu aspartate present dans la pochette 
catalytique. Ce residu hautement conserve protonne le groupe partant et favorise done la 
formation de 1'intermediaire cysteinyl phosphate. La deuxieme etape est tout simplement 
une reaction d'hydrolyse ou une molecule d'H20 destabilise 1'intermediaire 
phosphoenzyme en liberant le groupe phosphate. Lors de ce processus, 1'activation de la 
molecule d'H^O est accomplie par le meme residu aspartate de la premiere etape (DENU 
etal., 1998). 
1.9 Les Shps, des proteines tyrosines phosphatases cytosoliques 
Les tyrosines phosphatases contenant des domaines SH2 ou Shps, constituent une 
sous-famille de phosphatases cytoplasmiques de la classe I. Chez les vertebres, cette 
sous-famille regroupe deux membres : Shpl et Shp2. Ces enzymes possedent une 
topographie similaire et formee de deux domaines SH2 en N-terminal (N-SH2 et C-
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Figure 9. Le mecanisme de catalyse des proteines tyrosines phosphatases 
Ce mecanisme represente les tyrosines phosphatases utilisant le motif HC(X)sR au sein 
de leur site actif. La reaction se deroule en deux etapes et debute par la formation d'un 
intermediate cysteinyl phosphate suivie d'une reaction d'hydrolyse. Deux residus, une 
cysteine et un acide aspartique, hautement conserves et localises au niveau de la 
pochette de liaison gouvernent ce processus catalytique. La numerotation des acides 
amines employes dans ce schema est celle de la tyrosine phospatase PTP1B. Schema 
issu de ROSKOSKI, 2005. 
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SH2) suivis d'un domaine phosphatase d'environ 270 acides amines incluant le motif 
HC(X)5R de la pochette catalytique et d'une region C-terminale d'environs 75 acides 
amines affichant deux sites de phosphorylation sur tyrosine qui correspondent a Y542 et 
Y580 pour la phosphatase Shp2. De plus, les Shps possedent certaines particularites au 
sein de leur queue C-terminale. En effet, la phosphatase Shp2 detient une sequence riche 
en residus prolines inseree entre ces deux residus phosphotyrosines tandis que la 
proteine Shpl possede une sequence de localisation nucleaire bipartite situee en partie a 
l'extremite N-terminale ainsi qu'a la toute fin de la queue C-terminale (NEEL et ah, 
2003b). 
1.9.1 Les Shps affichent des fonctions biologiques distinctes 
Bien que les Shps possedent une homologie de sequence d'environs 60%, leur 
patron d'expression et leurs fonctions biologiques sont tres distincts. En effet, Shp2 est 
une enzyme ubiquiste alors que Shpl affiche une expression plus restreinte et concentree 
au niveau des cellules hematopoi'etiques (POOLE et al., 2005). Aussi, de maniere 
generate, Shpl reprime la transduction d'une multitude de voies de signalisation 
hematopoi'etiques emanant des cytokines, facteurs de croissances, molecules d'adhesion 
et recepteurs d'antigene alors que Shp2 joue un role stimulant au sein de la signalisation 
cellulaire (CHONG et al, 2007). 
Des etudes de deletions de genes realisees chez les souris ont permis de souligner 
les divergences fonctionnelles entre ces deux phosphatases. Les souris «motheaten» ou 
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«motheaten viable» ont un gene Shpl altere et sont caracterisees de fa9on respective par 
une absence totale d'expression de la phosphatase ou la presence d'une phosphatase 
affichant une activite enzymatique extremement reduite. Ces souris ont une duree de vie 
tres courte et possedent un phenotype particulier caracterise par une penurie de poils a 
plusieurs endroits sur leur corps d'ou Fexpression «motheaten» qui signifie mitee en 
francais. Ces pertes de poils sont causees par des abces dermiques steriles. En fait, ces 
rongeurs affichent des symptomes tres severes tels que des inflammations chroniques, 
un syndrome auto-immun systemique et une perturbation severe du systeme 
hematopoietique. La plupart des dereglements retrouves chez ces souris resultent d'une 
perte specifique de plusieurs voies inhibitrices occasionnee par 1'absence d'une enzyme 
Shpl fonctionnelle (ZHANG et al, 2000 et NEEL et al, 2003b). 
De leur cote, les souris Shp2 nulles meurent a un stade embryonnaire precoce du a 
des deficiences dans le processus de gastrulation et de differenciation du mesoderme. 
Ces anormalites sont tres similaires aux experiences de mutations du recepteur du 
facteur de croissance du flbroblaste (FGFR). Plusieurs etudes realisees sur des souris 
chimeriques et des cellules ES mettent egalement en evidence le role primordial et 
positif de Shp2 au niveau de la propagation des signaux originates de divers facteurs de 
croissances (EGF, FGF, IGF-1 et PDGF) et des integrines (VAN VACTOR et al, 1998 ; 
QU et al, 1998 et FENG et al, 1999). Bien que Shpl soit considered comme un 
regulateur negatif et Shp2 comme un regulateur positif, certaines recherches demontrent 
que des exceptions existent. En effet, sous certaines conditions cellulaires, Shpl peut 
jouer le role d'activateur alors que Shp2 peut induire une repression de la signalisation 
(NEEL et al, 2003b). 
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Les fonctions cellulaires non redondantes de Shpl et Shp2 sont attribuables a des 
determinants specifiques au niveau des domaines SH2 et des domaines PTPs. En effet, 
des experiences realisees a l'aide de proteines chimeriques Shpl-Shp2 indique que les 
domaines catalytiques affichent une specificite de substrats. Ainsi la possession des 
domaines SH2 de Shpl par la phosphatase Shp2 ne permet pas a cette enzyme de 
dephosphoryler les substrats specifiques a Shpl et vice versa. En ajout, la 
dephosphorylation des substrats requiert la reconnaissance de sequences particulieres par 
les domaines SH2 caracteristiques de chaque phosphatase (TENEV et al, 1997 et 
O'REILLYS al, 1998). 
1.10 Conformation structurale et mecanismes de regulation de Shp2 
La cristallographie de la tyrosine phosphatase Shp2 depourvue des derniers 66 
residus en C-terminale a ete realisee par le groupe de HOF et al, 1998 et a permis 
d'eclaircir 1'organisation structurale ainsi que les mecanismes intramoleculaires 
controlant l'activite de cette enzyme. Au repos, Shp2 est maintenue dans une 
conformation inactive grace a des contacts intramoleculaires entre le domaine N-SH2 et 
le domaine catalytique (domaine PTP). De facon detaillee, une partie du domaine N-
SH2 (incluant la boucle D'E) situee du cote oppose a la pochette de liaison des 
phosphotyrosines est inseree dans le site catalytique de la phosphatase (Figure 10.A). Ce 
repliement de la proteine est maintenu par l'entremise de plusieurs ponts hydrogenes 
dont celui reliant la cysteine catalytique du domaine PTP, C459, et un residu aspartate, 
D61, situe dans le domaine N-SH2 (FENG, 1999). En plus d'obstruer la fente 
catalytique, cette interaction contorsionne le domaine N-SH2 et le rend inaccessible aux 
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substrats phosphoryles sur tyrosine. Ainsi, a l'etat basal, le domaine PTP est inhibe par 
le domaine N-SH2 et vice versa (HOF et al, 1998). 
De son cote, le domaine C-SH2 interagit tres peu avec le domaine PTP et sa 
pochette de liaison demeure intacte (Figure 10.C). Cette conformation particuliere 
suggere que le domaine C-SH2 est le premier a reconnaitre et a fixer les substrats 
potentiels. Par ailleurs, lorsque ce domaine s'associe a une proteine exposant plusieurs 
residus phosphotyrosines, la concentration de ligands environnant le domaine N-SH2 
s'accroit significativement et favorise un renversement de l'inhibition induite par le 
domaine PTP. Ainsi, de maniere simultanee, le domaine N-SH2 est libere du domaine 
catalytique et se fixe a une phosphotyrosine specifique du ligand. L'occupation des 
domaines SH2 par des phosphotyrosines provoque une ouverture de la conformation de 
1'enzyme desormais libre de realiser son activite phosphatase (Figure lO.C.i). De 
surcroit, il est possible d'envisager qu'un ligand possedant une forte affinite pour le 
domaine N-SH2 puisse induire une activation de la phosphatase independante du 
domaine C-SH2 (NEEL et al., 2003b). 
Un deuxieme mecanisme intramoleculaire impliquant la region C-terminale et les 
domaines SH2 semble favoriser l'activation de la phosphatase. En effet, les deux residus 
phosphotyrosines (pY542 et pY580) de la queue C-terminale peuvent delivrer le 
domaine PTP en s'associant respectivement aux domaines N-SH2 et C-SH2 (NEEL et 
al., 2003b) (Figure lO.C.ii). La structure cristalline de la proteine Shpl a egalement ete 
determinee quelques annees plus tard et a permis de confirmer que cette phosphatase est 
regulee de facon semblable (YANG et al., 2003). 
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Figure 10. Structure et mecanismes de regulation intramoleculaire de Shp2 
A) Structure moleculaire de la tyrosine phosphatase Shp2 dans sa conformation auto-
inhibitrice. La queue C-terminale (les 66 residus a l'extremite C-terminale) de la 
phosphatase n'est pas representee. Schema provenant de HOF et ah, 1998. B) 
Illustration representant les differentes regions de la proteine Shp2 soient les deux 
domaines SH2, le domaine phosphatase et la queue C-terminale composee de deux sites 
de phosphorylation sur tyrosine. C) Mecanismes potentiels regulant les Shps. A l'etat 
basal, Shp2 est maintenue dans une conformation fermee grace a des interactions 
intramoleculaires impliquant le domaine N-SH2 et le domaine PTP. L'accaparement 
des domaines SH2 par des phosphotyrosines issues d'un ligand (BP pour «binding 
protein») (i) ou provenant de la queue C-terminale de la proteine (ii), permet de liberer 
le domaine PTP. Ce dernier est desormais actif et peut hydrolyser les phosphotyrosines 
des substrats (S). Les Schemas B et C sont issus de NEEL et ah, 2003b. 
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Les Shps peuvent egalement etre regulees par des intermediaires oxygenes reactifs 
(ROI). Ces especes oxygenees induisent une inactivation transitoire des phosphatases 
Shpl et Shp2 via l'oxydation de leur cysteine catalytique. Ce mode de regulation semble 
etre employe par plusieurs voies de signalisation mais des etudes plus approfondies 
doivent etre accomplies afin de comprendre les differents aspects de ce mecanisme 
(OSTMAN et al, 2006). 
1.11 Les processus signaletiques impliquant Shp2 
Comme cite precedemment, la tyrosine phosphatase Shp2 est une composante 
positive des processus signaletiques procedant de la plupart des recepteurs des facteurs 
de croissances, des cytokines et de la matrice extracellulaire. En fait, cette phosphatase 
est requise afin d'induire une activation adequate et soutenue de la voie des MAPkinases 
impliquant Ras et Erk. Dependamment du recepteur et du type cellulaire, Shp2 peut 
egalement stimuler ou inhiber l'activation de PI3K-Akt, augmenter ou diminuer les 
fonctions de Rho en plus de reguler la signalisation de NFKB et de NFAT. Afin de 
permettre ces differentes actions biologiques, la phosphatase peut Her directement les 
recepteurs a activite tyrosine kinase (RTKs) grace a ses domaines SH2 ou bien 
s'associer a des proteines d'echafaudage tels que 1'IRS (insuline receptor substrate) et 
les proteines Gabs (NEEL et al, 2003b, UHLEN et al, 2006). Le recrutement de Shp2 a 
ces differents sites d'interaction est gouverne par les domaines SH2 de la phosphatase. 
De plus, la mobilisation de ces domaines est intimement couplee a l'activation 
enzymatique de Shp2 (MOHI et al, 2007). 
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Malgre de nombreuses recherches traitant du sujet, tres peu de substrats 
dephosphoryles par Shp2 ont ete identifies. Bien que les candidats soient nombreux, les 
mecanismes impliques au niveau des interactions et des fonctions cellulaires demeurent 
controverses. Beaucoup d'etudes ont employe la surexpression d'une phosphatase 
inactive catalytiquement afin de demontrer le role capital de Shp2 dans la transduction 
de la voie Ras/MAPK decoulant de differents facteurs de croissances et cytokines. Par la 
suite, plusieurs composantes de cette voie ont ete identifiees comme substrats potentiels 
de Shp2 et un bref resume de certains candidats sera decrit ci-bas (NEEL et al, 2003 a ; 
NEEL et al, 2003b et MOHI et al, 2007). 
1.11.1 Shp2 et la voie mitogene Ras/Erk 
L'effet positif de Shp2 sur les MAPKs peut-etre expliquee en partie par son action 
sur les proteines Sprouty. Ces proteines, aussi nominees Spry, sont des regulateurs 
negatifs de la signalisation des RTKs engageant la petite proteine G Ras. En fait les 
proteines Sprouty sont connues pour sequestrer la proteine Grb2 et la kinase Raf-1. La 
proteine Shp2 interagit directement avec les Spry et dephosphoryle certains de leurs 
residus tyrosines afin d'empecher leurs actions inhibitrices sur la voie des MAPkinases 
(Figure 1 l.B.) (JARVIS et al, 2006 et HANAFUSA et al, 2007). Afin de promouvoir 
cette signalisation mitogene, Shp2 influence l'activite d'un deuxieme regulateur negatif, 
la GTpase pl20-RasGAP. Contrairement au mecanisme d'inhibition de Sprouty, Shp2 
affecte indirectement cette RasGap en dephosphorylant ses sites de liaison localises 
entre autre sur la proteine d'echafaudage Gabl et sur certains RTKs comme l'EGFR 
(Figure 1 l.B) (MONTAGNER et al., 2005 et BARD-CHAPEAU et al., 2006). 
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Des etudes recentes ont egalement demontre que Shp2 pouvait agir en amont des 
kinases de la famille Src (SFK) ou de leurs proteines regulatrices dans le but de 
promouvoir 1'activation des MAPKs. En effet, des resultats convaincants ont ete 
rapportes par ZHANG et al, 2004 et demontrent que 1'activation de c-Src en reponse a 
la stimulation des recepteurs de facteurs de croissance est fortement perturbee chez les 
cellules Shp2v\ Le mecanisme propose par ce groupe est base sur une interaction 
indirecte entre la phosphatase et la kinase c-Src. De facon plus precise, Shp2 inhibe le 
recrutement de la tyrosine kinase Csk a la membrane plasmique par la 
dephosphorylation de son partenaire d'interaction Cbp/PAG, une glycoproteine 
transmembranaire (Figure ll.C). Comme mentionne precedemment, la kinase Csk 
regule negativement c-Src en phosphorylant sa tyrosine inhibitrice Y530. Pour ce faire, 
Csk doit se positionner a la membrane plasmique ou reside la kinase c-Src. Depourvue 
d'une sequence de localisation membranaire, Csk se fixe via son domaine SH2 a des 
phosphotyrosines specifiques de la proteine transmembranaire Cbp/PAG. Ainsi, une 
dephosphorylation de ces tyrosines par la phosphatase Shp2 supprime la regulation 
negative de c-Src par Csk et de ce fait favorise la conformation active de c-Src ou la 
tyrosine 530 de sa queue C-terminale est dephosphorylee. 
Durant cette meme annee, un deuxieme groupe a souligne la fonction activatrice 
indirecte de Shp2 sur la tyrosine kinase c-Src. Selon cette etude, Shp2 peut aussi 
prevenir la localisation membranaire de Csk par Phydrolyse des phosphotyrosines d'un 
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Figure 11. Mecanismes illustrant le role positif de Shp2 dans la voie des MAPKs 
A) Une fois associee aux recepteurs de facon directe ou indirecte (via des proteines 
adaptatrices), la phosphatase Shp2 est phosphorylee par les RTKs et agit en temps que 
proteine adaptatrice en recrutant le complexe Grb2/Sos. Alternativement, toujours dans 
le but de stimuler la voie des MAPKs, la phosphatase peut dephosphoryler differents 
effecteurs de cette voie signaletique. Ces effecteurs incluent la glycoproteine 
transmembranaire SHPS-1 ou «Shp Subtrate-1» bien que son role fonctionnel dans la 
regulation de la voie Ras/MAPKs demeure a eclaircir. B) Shp2 peut egalement 
dephosphoryler Spry afin d'empecher la sequestration du complexe Grb2/Sos par ce 
regulateur negatif. La phosphatase previent egalement la participation de pl20-RasGAP 
en dephosphorylant ces sites d'interaction situes sur les RTKs et Gabl. C) Finalement, 
Shp2 peut dephosphoryler les proteines adaptatrices Cbp/PAG et paxilline afin de 
prevenir le recrutement de Csk. Cette derniere action de la phosphatase stimule l'activite 
kinase de c-Src en inhibant son interaction avec son regulateur negatif, Csk. Figure tiree 
de DANCE et al., 2007. 
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deuxieme partenaire d'interaction de ce regulateur negatif, la paxilline, une proteine 
d'adhesion focale. En revanche dans ce cas-ci, la proteine adaptatrice Gabl est 
necessaire afin de permettre le recruternent de la phosphatase a la paxilline, son substrat 
(REN et al., 2004). 
1.11.2 Shp2 et les RCPGs 
Les mecanismes d'interaction entre Shp2 et les SFKs sont multiples et complexes 
et semblent etre influences par de nombreux facteurs tels que l'etat de la cellule 
(quiescente versus proliferative) et le ou les recepteurs membranaires engendrant une 
reponse cellulaire specifique. En plus d'etre un activateur des tyrosines kinases de la 
famille Src, certaines recherches demontrent que Shp2 est aussi un effecteur de ces 
kinases. De maniere moins connue, Shp2 et les SFKs semblent egalement impliquees 
dans la signalisation cellulaire induite par plusieurs RCPGs. Par exemple, Shp2 stimule 
le processus de chemotaxie gouverne par CXCR4, un RCPG, et son ligand SDF-1 a, en 
partie par l'activation de Lyn et Fyn, deux kinases de la famille Src (CHERNOCK et al., 
2001). De plus, la stimulation des recepteurs couples a la proteine Gi par le LPA ou 
l'agoniste du recepteur a2A-adrenergique, le UK14304, favorise une interaction directe 
entre la kinase Fyn et Shp2. Au sein de ce processus, Fyn catalyse la tyrosine 
phosphorylation de Shp2 en plus de stimuler l'activite de la phosphatase et son 
association avec la proteine adaptatrice Grb2 (TANG et al., 1999). 
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De surcroit, la phosphatase Shp2 peut egalement jouer le role de regulateur negatif 
de la signalisation induite par le recepteur de l'angiotensine II, ATIAR. Dans ce contexte, 
Shp2 supprime l'activite catalytique de c-Src par la dephosphorylation de sa tyrosine 
activatrice Y419. Cette inhibition de la kinase c-Src par Shp2 provoque une diminution 
de l'activation des MAPKs induites par l'angiotensine II (DOAN et al, 2004). D'autres 
exemples impliquant des RCPGs, soulignent l'effet anti-proliferatif de la phosphatase 
Shp2. En effet, le recepteur sst2 de la somatostatine agit comme un regulateur negatif de 
la croissance cellulaire en formant un complexe dynamique avec les enzymes c-Src et 
Shp2. Ce complexe cree, suite a l'activation de sst2, est responsable du recrutement et de 
l'activation de Shpl ainsi que des effets anti-mitogenes de cette phosphatase (FERJOUX 
et al., 2003). Un troisieme exemple concerne le recepteur B2 de la bradykinine. Ce 
RCPG propage ses effets anti-proliferatifs en activant Shp2 via une interaction directe 
avec la phosphatase (DUCHENE et al, 2002). 
Finalement, bien que certains articles demontrent clairement que Shp2 participe a 
la signalisation induite par les RCPGs, soit des recepteurs depourvus d'une activite 
kinase intrinseque, peu d'etudes concernees par ces recepteurs se sont penchees sur les 
mecanismes cellulaires impliquant des phosphatases telles que Shp2. 
1.12 La tyrosine phosphorylation de Shp2 module sa structure et sa fonction 
Plusieurs etudes illustrent que les tyrosines phosphatases telles que PTPa, LM-
PTP, Shpl et Shp2 sont phosphorylees par des tyrosines kinases (DEN HERTOG et al, 
1994 ; RIGACCI et al, 1996 ; CHEN et al, 1996 et VOGEL et al, 1993). Par contre, 
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les impacts de la phosphorylation des PTPs au niveau de leurs structures et leurs 
fonctions sont tres peu connus. L'une des raison de cette lacune est que les phosphatases 
ont tendance a s'autodephosphoryler rapidement. 
Afin de surmonter ce probleme, le groupe de LU et al., 2001, ont substitute les sites 
de tyrosine phosphorylation de Shp2 (Y542 et Y580) par des analogues 
phosphotyrosines non hydrolysables. Grace a cette technique, ce groupe a demontre par 
une analyse biochimique que les phosphotyrosines pY542 et pY580 influen9aient la 
conformation de Shp2 par des interactions intramoleculaires impliquant respectivement 
le domaine N-SH2 et le domaine C-SH2 (Figure 10.C). De plus, ces chercheurs ont 
demontre que la mobilisation des domaines SH2 par la queue C-terminale pouvait 
induire une augmentation significative de l'activite catalytique de la phosphatase. Bien 
que fort interessante, cette etude ne permet pas de determiner avec exactitude le role de 
la tyrosine phosphorylation de Shp2 dans un contexte in vivo. 
D'autres recherches ont tente d'elucider ce role a l'aide de systeme d'expression 
cellulaire. En effet, BENNET et ah, 1994, ont demontre que Shp2 pouvait arborer le role 
de proteine adaptatrice afin de stimuler la voie des MAPKs en mobilisant le complexe 
Grb2/Sos a la membrane cellulaire. Ces scientifiques ont decouvert qu'en reponse au 
PDGF, Shp2 etait phosphorylee au niveau de la tyrosine 542 et que cette modification 
post-traductionnelle etait reconnue par le domaine SH2 de Grb2. Puisque Shp2 s'associe 
directement au PDGFR, ces resultats suggeraient que Shp2 participait au recrutement de 
Grb2 au recepteur afin de favoriser l'activation de Ras. 
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Par la suite, de nombreux articles prouvent que le role de proteine adaptatrice n'est 
pas une fonction majeure de Shp2, puisque son activite phosphatase est essentielle pour 
toutes ses fonctions cellulaires incluant son role positif primordial a la voie des MAPKs 
(NOGUCHI et al, 1994 ; DEB et al, 2000 ; YART et al, 2000 ; MAROUN et al, 2000 
et ARAKI et al, 2003). L'une de ces etudes a permis simultanement d'eclaircir la 
responsabilite de la tyrosine phosphorylation de Shp2 au sein de la signalisation induite 
par les facteurs de croissance (ARAKI et al., 2003). Tout d'abord, ces recherches 
soulignent que la phosphorylation de Shp2 au niveau de ces deux residus tyrosines en C-
terminal a lieu en reponse a certains (FGF, PDGF) et non a tous (EGF IGF-1) les 
facteurs de croissance. De surcroit, en supprimant la phosphorylation des tyrosines Y542 
et Y580 par leurs substitutions pour des phenylalanines, cet article montre que la 
phosphorylation sur tyrosine de Shp2 est requise pour une activation adequate des Erks 
suite a la stimulation des recepteurs membranaires du FGF et du PDGF. Aussi, cet etude 
refute la fonction adaptatrice de Shp2 en illustrant que le recrutement de Grb2/Sos aux 
RTKs par l'entremise de Shp2 est insuffisante pour activer decemment les Erks en 
reponse au FGF et PDGF. En effet, bien que la phosphatase affichant la mutation Y580F 
peut s'associer convenablement a Grb2,1'activation des Erks par ce mutant est fortement 
diminuee. Le role des SFKs a aussi ete analyse a l'aide de cellules SYF, des cellules 
demunies des tyrosines kinases c-Src, Fyn et Yes. Ainsi, il apparait que la 
phosphorylation de Shp2 en reponse au FGF et PDGF est independante des SFKs mais 
resulte plutot d'une action directe des recepteurs a activite tyrosine kinase concernes par 
les facteurs de croissance a 1'etude. Finalement, il apparait que la phosphorylation sur 
tyrosine de Shp2 potentialise son action positive au niveau de la signalisation de certains 
RTKs en prevalant une conformation active de l'enzyme (ARAKI et al., 2003). 
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1.13 Les pathologies associees a Shp2 
1.13.1 Le syndrome Noonan et la leucemie myelomonocitaire juvenile 
Des mutations germinates dans le gene PTPN11 codant pour la tyrosine 
phosphatase Shp2 sont la cause d'approximativement 50% des cas de syndrome 
Noonan. Ce desordre genetique a transmission autosomique dominante affiche une forte 
incidence au sein de la population (1 :1000 a 1 :2500 naissances) et est caracterise par 
une petite stature, une dysmorphic faciale et des malformations cardiaques en plus d'un 
retard mental leger chez 30% des cas. (TARTAGLIA et al, 2005). 
Par ailleurs, des mutations somatiques de 1'enzyme Shp2 ont lieu dans environ le 
tiers des cas sporadiques de leucemie myelomonocytaire juvenile (JMML). Ce type de 
cancer est caracterise par une proliferation incontrolee des cellules de la lignee myelo'ide 
ainsi qu'une production accrue de l'hemoglobine foetale. Des mutations de Shp2 sont 
retrouvees dans d'autres formes de leucemie telles que la leucemie aigue myelo'ide 
(AML) et de facon plus rare au niveau de tumeurs solides incluant les cancers du colon 
et du poumon (TARTAGLIA et al, 2003 ; LOH et al, 2004 et MOHI et al, 2007). 
D'autre part, la grande majorite des mutations associees au Syndrome Noonan et a 
la leucemie myelomonocytaire juvenile affectent les residus du domaine N-SH2 ou du 
domaine PTP impliques dans 1'auto-inhibition de Shp2. Ainsi, la plupart des mutants de 
la phosphatase concernes par ces pathologies ont une activite basale accrue et conduisent 
a une stimulation excessive de la voie Ras/Erk (LAUCHLE et al, 2005). De plus, les 
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mutations de Shp2 occasionnant la leucemie, comme par exemple D61Y et E76K, sont 
generalement catalytiquement plus actifs que les mutations induisant le syndrome 
Noonan tel que D61G (Tableau 2 et Figure 12) (KEILHACK et al, 2005). 
1.13.2 Le syndrome LEOPARD 
En plus de causer le syndrome Noonan (SN), certaines mutations germinales dans 
le gene PTPN11 sont responsables d'un desordre beaucoup moins frequent, le syndrome 
LEOPARD (Lentigines, anormalites de l'Electrocardiogramme, hypertelorisme 
Oculaire, stenose valvulaire Pulmonaire, Anormalites genitales, Retard de croissance et 
surdite ou «Deafhess») (SL). La plupart des symptomes cliniques definissant ce 
desordre sont tres semblables a ceux retrouves chez les patients souffrant du SN a 
1'exception de quelques caracteristiques, comme par exemple les lentigines ou taches 
pigmentaires, exclusives au syndrome Leopard (TARTAGLIA et al, 2005). Les 
mutations du gene PTPN11 responsable du SL sont principalement localisees dans le 
motif enzymatique HC(X)5R du domaine phosphatase : A461T, G464A et T468M 
(Figure 12) (EDOUARD et al, 2007). Recemment, le groupe KONTARADIS et al, 
2006 ont demontre in cellulo, que ces mutants exercaient un effet dominant negatif sur 
l'activation des MAPKs en reponse a une variete de facteurs de croissance de facon 
semblable a la phosphatase inactive Shp2C459S, un mutant experimental couramment 
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Tableau 2. Liste des plus frequentes alterations de Shp2 causant le syndrome 
Noonan et certaines formes de cancer. 
La plupart des mutants sont associes soit au syndrome Noonan (NS) soit a la leucemie et 
d'autres formes de tumeurs. ALL, leucemie aigue lymphoblastique; AML, leucemie aigue 
myeloblastique ; JMML, leucemie myelomonocytaire juvenile ; FTP, proteine tyrosine 
phosphatase. Tableau issu de OSTMAN et al, 2006. 
-57-
LS mutations G464A 
A461T 1 T4$$M 
* 4 1 i 
VHiesASteRTefF 
PTP signature ^fWSSL.W 
moUf 
N58D.K r , v—_,-, e * inn 
X E69Q E 7 e 0 E 1 3 i D 
6$GA,dei
 F 7 1 t L Q79P.R 
061 G,N At2GS 
Y62D A ™ 






Figure 12. Les mutations du syndrome Noonan versus les mutations du syndrome 
LEOPARD 
Representation schematique de Shp2 illustrant la distribution des differentes mutations 
identifiees au niveau du syndrome Noonan (NS) et du syndrome LEOPARD (LS). 
L'etoile (*) indique le residus Cys 459. De maniere generate, les mutations 
representatives du SN sont localisees au niveau des domaines SH2 et du domaine PTP et 
alterent la forme inactive de Shp2 alors que les mutations definissant le SL sont 
concentrees au niveau de la pochette enzymatique et perturbent l'activite catalytique de 
la phosphatase. Schema tire de EDOUARD et al., 2007. 
-58-
Finalement, plusieurs questions conceraant les mecanismes d'action cellulaires 
de la phosphatase Shp2 demeurent a eclaircir. De plus amples etudes permettront 
d'elucider avec precision les partenaires d'interaction de Shp2 ainsi que ces multiples 
fonctions signaletiques afin de resoudre certaines enigmes telles que le paradoxe 
entourant les syndromes Noonan et Leopard soit deux desordres genetiques influen9ant 
de facon opposee l'activite de la phosphatase mais occasionnant des effets 
phenotypiques similaires. 
1.14 Problematique 
II est desormais etabli que les arrestines non visuelles sont des proteines 
regulatrices multifonctionnelles impliquees dans une foule de processus signaletiques. 
En effet, en plus de controler la desensibilisation, l'internalisation et le routage 
intracellulaire des recepteurs couples aux proteines G, les arrestines non visuelles 
propagent une deuxieme vague de signalisation emanant de ces recepteurs actives en 
coordonnant le recrutement d'une multitude de proteines engagees dans diverses voies 
signaletiques comme par exemple les voies des MAPKs, de p53 et de NF-kB. En accord 
avec leur role de proteine adaptatrice concernee par de nombreux mecanismes 
cellulaires, les arrestines non visuelles ont la capacite de reguler la signalisation et/ou 
l'internalisation de recepteurs autres que les RCPGs tels que les recepteurs a activite 
tyrosine kinase (RTKs) (GUREVICH et al., 2006a). La tyrosine phosphatase Shp2 est 
l'une des composantes cles des RTKs (NEEL et al, 2003b et UHLEN et al, 2006). De 
fa?on moins connue, il semble que Shp2 intervienne egalement au niveau de la 
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signalisation induite par les RCPGs (TANG et al, 1999 ; CHERNOCK et al, 2001 ; 
DUCHENE et al, 2002 ; FERJOUX et al, 2003 et DOAN et al, 2004). Jusqu'a ce jour, 
les substrats et les mecanismes d'action de Shp2 demeurent evasifs bien qu'une 
multitude de recherches soulignent son action positive et essentielle dans de nombreux 
processus cellulaires (MOHI et al, 2007). 
Depuis la derniere decennie, plusieurs etudes demontrent que les arrestines non 
visuelles ont la capacite d'interagir et de recruter de nombreuses proteines kinases aux 
RCPGs actives. Par exemple, ces proteines adaptatrices s'associent a des 
serines/threonines kinases comme les Erks, ASK1 ou encore Jnk3 et egalement a des 
tyrosines kinases telles que Yes, Hck ou bien c-Src (LUTTRELL et al, 2001 ; 
MCDONALD et al, 2000 ; MILLER et al, 2001 ; IMAMURA et al, 2001 ; BARLIC 
et al, 2000 et DEFEA et al, 2000). Par contre, peu de recherches ont demontre que les 
arrestines non visuelles peuvent egalement interagir avec des proteines phosphatases. 
Effectivement, a ce jour seulement deux de ces enzymes sont connues pour se lier aux 
arrestines : la serine/threonine phosphatase PP2A et la tyrosine/threonine phosphatase 
MKP7 (BEAULIEU et al, 2005 et WILLOUGHBY et al, 2005). A la lumiere de ces 
informations, notre laboratoire s'est interesse a la proteine tyrosine phosphatase 
ubiquiste Shp2 comme partenaire d'interaction potentiel des arrestines non visuelles. 
BUTS DE L'ETUDE 
La signalisation intracellulaire entourant les RCPGs est un sujet de recherche vaste 
et complexe captivant les industries pharmaceutiques aussi bien que le milieu 
academique. Durant la derniere decennie, il rat etabli que les arrestines non visuelles 
sont des regulateurs generaux de la transduction des signaux induits par ces recepteurs 
transmembranaires. Entre autre, plusieurs articles soulignent une interaction directe entre 
les arrestines non visuelles et les tyrosines kinases de la famille Src. Par exemple, les 
arrestines recrutent la kinase c-Src aux RCPGs actives afin de faciliter le processus 
d'endocytose des recepteurs et d'induire la voie des MAPkinases (LUTTRELL et al, 
1999 ; AHN et al, 2002 ; FESSART et al., 2005). Par contre, peu d'etudes interessees 
par ces proteines multifonctionnelles que sont les arrestines non visuelles se sont 
interrogees sur le role des tyrosines phosphatases comme Shp2, une enzyme 
cytoplasmique ubiquiste. Cette derniere est en effet particulierement reconnue comme 
une composante cle des mecanismes signaletiques engendres par les recepteurs a activite 
tyrosine kinase et les integrines. Or certains articles illustrent egalement l'importance de 
cette phosphatase au sein de la signalisation des RCPGs (CHERNOCK et al., 2001 ; 
DUCHENE et al, 2002 ; FERJOUX et al, 2003 ; DOAN et al, 2004). 
Le but premier de mes recherches etait de determiner si les arrestines non visuelles 
interagissent avec la tyrosine phosphatase Shp2. Puisque mes resultats 
d'immunoprecipitation etaient affirmatifs a ce sujet, nous avons decide de pousser 
l'etude plus loin afin de caracteriser cette interaction d'un point de vue moleculaire et 
fonctionnel. Ainsi, les travaux decrits dans les prochaines pages exposent differentes 
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facettes de cette association soient: les regions de la phosphatase et de Farrestine3 
impliquees dans ce lien, la modulation potentielle de ce complexe par l'activation de la 
phosphatase, d'un RCPG et de la tyrosine kinase c-Src ainsi que les fonctions cellulaires 
eventuelles de cette association. 
MATERIEL ET METHODES 
3.1 Materiel 
Les anticorps polyclonaux specifiques a la phosphatase Shp2, l'hemagglutinine 
(HA) et c-Myc, l'anticorps monoclonal dirige contre l'arrestine3 ainsi que la proteine G-
Agarose proviennent de Santa Cruz Biotechnology, CA, USA. L'anticorps monoclonal 
c-Myc provient de Covance, CA, USA. L'anticorps monoclonal dirige contre 1'epitope 
hexahistidines est issu de Cell Signaling Technology, MA, USA alors que l'anticorps 
polyclonal reconnaissant specifiquement la GST a ete achete de Cedarlane Laboratories 
Limited, Burlington, ON. L'anticorps polyclonal anti-arrestine3 est un don du Dr. 
Jeffrey L. Benovic, Departement de Microbiology et d'Immunologic, Universite 
Thomas Jefferson, PA, USA. L'anticorps monoclonal anti-FLAG-M2 provient de 
Sigma-Aldrich, Oakville, ON. L'anticorps monoclonal dirige contre les 
phosphotyrosines en general, le 4G10, nous a ete fourni par Dr. Stephane A. Laporte, 
Departement de Medecine, Universite McGill. Les anticorps polyclonaux anti-PY et 
anti-PY580 de Shp2 ainsi que anti-PY419 et anti-PY530 de c-Src sont issus de BioSource 
International, CA, USA. L'anticorps secondaire anti-lapin conjugue au rouge de Texas 
provient de Molecular Probes, Oregon, USA. Les anticorps secondaires conjugues a la 
peroxidase de raifort soit le polyclonal anti-lapin et le monoclonal anti-souris 
proviennent de GE Healthcare, Buckingham, Royaume Uni. Les reactifs ECL ont ete 
achetes chez PerkinElmer, MA, USA. L'anticorps secondaire anti-souris conjugue a 
l'alcaline phosphatase et le substrat de cette enzyme proviennent de Bio-rad, CA, USA. 
L'angiotensine II, l'agoniste du recepteur ATIA, nous a ete donne par le Dr. Richard 
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Leduc, Departement de Pharmacologie, Universite de Sherbrooke. Finalement, les 
recettes des solutions utilisees sont decrites en annexe. 
3.2 Culture cellulaire et transfections 
Les cellules embryonnaires humaines de reins (HEK293) et de retinoblastomes 
(HER911) ont ete maintenues dans le milieu de culture « Dulbecco's modified Eagle's 
medium » (DMEM) (GIBCO, Invitrogen Canada, Burlington, ON) additionne de 10% 
de serum bovin foetal (FBS) (GIBCO, Invitrogen Canada, Burlington, ON) a 37°C sous 
un atmosphere humide contenant 5% de CO2. Les cellules HEK293 transferees de 
maniere stable avec pcDNA3-Flag-ATiAR sont un don du Dr. Richard Leduc, 
Departement de Pharmacologie, Universite de Sherbrooke. Les cellules HEK293 
transferees de facon stable avec vecteur vide pcDNA3 ont ete creees par notre 
laboratoire. Ces lignees stables furent conservees grace a l'addition de G418 (GIBCO, 
Invitrogen Canada, Burlington, ON) au milieu de culture a une dilution de 1/500 et une 
frequence de deux fois par semaine soit au passage des cellules. 
Les transfections transitoires ont ete accomplies dans des HEK293 et des HER911 
possedant une confluence de 75-90%, a l'aide de l'agent de transfection 7ra«sIT®-LTl 
(Mirus Bio Corporation, Medicorp, Montreal, QC) et selon les instructions fournies par 
le manufacturier. Brievement, les conditions de transfection etaient de 4 ug d'ADN 
pour 6 |j.L de 7>a«sIT®-LTl pour 2 puits d'une plaque a 6 puits d'une surface de 9,6 
cm2. Afin de permettre la formation du complexe ADN : agent transfectant, ce dernier 
est prealablement dilue dans l'OPTI-MEM (GIBCO, Invitrogen Canada, Burlington, 
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ON) et 200 uL de cette preparation sont ajoutes aux 4 ug ADN toujours pour 2 puits 
d'une plaque a 6 puits. Finalement, afin de conserver une quantite totale de 4ug d'ADN 
pour chaque transfection, le vecteur pcDNA3 vide a ete ajoute lorsque necessaire. A 
noter que les proportions d'ADN versus 7>araIT®-LTl mentionnees ici sont valables 
pour les transfections simples et doubles. Pour ce qui est des transfections triples, la 
quantite totale d'ADN utilisee etait de 4,1 ug d'ADN pour 6 uL de TransIT. En effet, 
afin d'optimiser les experiences in cellulo impliquant la kinase c-Src ou ces mutants, une 
quantite de 0,1 ug des constructions pcDNA3-c-Src-HA, pcDNA3-c-SrcK298R-HA ou 
pcDNA3-c-SrcY530F-HA rat additionnee au deux autres constructions d'ADN. Ces 
conditions de triples transfections permettent une bonne expression de c-Src ou de ces 
mutants tout en minimisant la proliferation desordonnee des cellules normalement 
induite par cette kinase ainsi que son mutant Y530F. 
3.3 Construction des plasmides 
3.3.1 Aspects generaux 
La construction pcDNA3-Arr3 utilisee est d'origine bovine et est un don du Dr. 
Jeffrey L. Benovic (STERNE-MARR et ah, 1993). Les constructions suivantes: 
pcDNA3-Arr2-c-Myc, pcDNA3-Arr3-c-Myc, pRSET A-(His)6-Arr2, pRSET A-(His)6-
Arr3 et pcDNA3-GFP-Arr3 ont ete realisees par Genevieve Laroche, ancienne etudiante 
au doctorat dans le laboratoire du Dr. Parent. Les constructions de Shp2, Shp2C459S, 
Shp2D61G et Shp2D61Y proviennent a l'origine du Dr. Benjamin G. Neel, Departement 
de Medecine, Universite de Toronto. Les constructions de pcDNA3-Shp2, pcDNA3-
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Shp2C463S, pGEX-2T-Shp2 et pGEX-2T-shp2A1220 ont ete realisees par Caroline 
Theriault et Patrick Giguere, anciens etudiants au doctorat dans le laboratoire du Dr. 
Parent. Les constructions d'ADN codant pour la proteine recombinante GST-Arr3 ainsi 
que les mutants tronques suivant: GST-Arr3 1-201, GST-Arr3 201-409, GST-Arr3 1-
100, GST-Arr3 100-201, et GST-Arr3 150-201 furent realises par Valerie Watier, 
ancienne etudiante a la maitrise dans le laboratoire du Dr. Parent, a l'aide du vecteur 
pGEX-4T-l. Les constructions des mutants tronques GST-Arr3 165-201, GST-
Arr3 175-201 et GST-Arr3 185-201 ont ete faites par Patrick Giguere, toujours a l'aide 
du vecteur pGEX-4T-l. Les constructions pcDNA3-c-Src-HA, pcDNA3-c-Srck298R-
HA et pcDNA3-c-SrcY530F-HA ont ete fournies par Dr. Stephane A. Laporte, 
Departement de Medecine, Universite McGill. 
Toutes les digestions d'ADN et de plasmides mentionnees dans les sections 
suivantes ont ete accomplies a une temperature de 37°C durant toute une nuit par des 
enzymes de restriction provenant de Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, QC. Les 
PCR ont ete effectues a l'aide de la trousse «Finnzymes' Phusion™ High-Fidelity 
DNA Polymerase)) (NEB, MA, USA) selon les informations du manufacturier. Les 
produits de digestion, d'hybridation ou de PCR ont ete migres sur des gels contenant 1 
ou 2% d'agarose, selon la grosseur des fragments analyses, et 0.1 mg/ml de bromure 
d'ethidium. La migration des gels a ete realisee a 120V durant 30 min dans un tampon 
TAE IX. Les extractions des fragments d'ADN migres sur gel et les purifications des 
produits de PCR ont ete accomplies a l'aide des trousses «QIAquick Gel Extraction 
Kit» et «QIAquick PCR Purification Kit» (QIAgen, Mississauga, ON) en suivant les 
instructions du manufacturier. Toutes les ligations des differents fragments d'ADN ont 
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ete effectuees dans un rapport 1 : 7 (plasmide : insert) grace a la trousse «Rapid DNA 
ligation kit» (Roche, Laval, QC) en tenant compte des conseils fournis par la 
compagnie. De plus, les constructions realisees ont ete transformees dans la souche 
bacterienne DH5a de Escherichia coli afin de valider la presence des differents inserts 
et d'amplifier la quantite des constructions d'ADN creees. La trousse « Genelute 
Plasmid Mini-prep Kit» de la compagnie Sigma-Aldrich, Oakville, ON fut employee 
pour la purification d'ADN plasmidique a partir des cultures bacteriennes de DH5a. 
Finalement, l'integrite des sequences codantes de toutes les constructions cogues a 
ete verifiee par sequencage (University Core DNA Services, Calgary, AB). 
3.3.2 Introduction de la sequence de Shp2 dans le vecteur pRSET A. 
La construction pcDNA3-Shp2 a ete digeree par les enzymes de restriction BamHI 
et EcoRI afin d'exciser la sequence codant pour la phosphatase. Cette sequence fut, par 
la suite, liguee dans le vecteur d'expression bacterien pRSET A prealablement digere 
par les memes enzymes de restriction. La construction pRSET A-Shp2 a permis la 
production bacterienne de la proteine (His)6-Shp2 comme decrit a la section 3.6.1. 
3.3.3 Construction de mutants tronques de l'arrestine3 a 1'aide du vecteur pGEX-
4T-1. 
Les mutants tronques GST Arr3 100-120, GST Arr3 120-135 et GST Arr3 135-150 
ont ete generes par hybridation des oligonucleotides synthetiques complementaires 
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suivant: Primer Fwd 100-120 (5'-
AATTCCGCCTGCAGGAGCGGCTGCTGAGGAAGCTGGGCCAGCATGCCCACC 
CCTTTTTTTTCACAATATAGC-3') et Primer Rev 100-120 (5'-
TCGAGCTATATTGTGAAAAAAAAGGGGTGGGCATGCTGGCCCAGCTTCCTCA 
GCAGCCGCTCCTGCAGGCGG-3') pour GST Arr3 100-120, Primer Fwd 120-135 
(5'-
AATTCATACCCCAGAACCTGCCCTGCTCCGTCACCCTGCAGCCAGGCCCAGA 
GTAGC-3') et Primer Rev 120-135 (5'-
TCGAGCTACTCTGGGCCTGGCTGCAGGGTGACGGAGCAGGGCAGGTTCTGG 
G GATG-3') pour GST Arr3 120-135 puis, Primer Fwd 135-150 (5'-
AATTCGAGGATACGGGGAAGGCCTGCGGGGTAGACTTTGAGATTCGAGCCT 
TCTAGC-3') et Primer Rev 135-150 (5'-
TCGAGCTAGAAGGCTCGAATCTCAAAGTCTACCCCGCAGGCCTTCCCCGTAT 
CCTCG-3'). Afin de favoriser le processus d'hybridation, 10 ng de chacune des deux 
amorces complementaires sont melanges ensemble. Le volume est complete a 50 uL 
avec de l'eau nanopure contenant 50 mM NaCl puis le melange est bouilli 5 min. 
Finalement, les echantillons reposent dans l'eau ayant servi a les chauffer jusqu'a ce que 
le melange ait atteint la temperature ambiante. Les produits d'hybridation obtenus sont 
directement ligues dans le vecteur d'expression bacterienne pGEX-4T-l prealablement 
digere avec les enzymes de restriction EcoRI et Xhol. 
Le fragment GST-Arr3 100-150 a ete produit par PCR a partir de la matrice 
d'ADN pcDNA3-Arr3. Les oligonucleotides synthetiques employes etaient: Primer 
Fwd 100-150 (5'-GAGGAATTCCGCCTGCAGGAGCGGCTGCTGAGG-3') et Primer 
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Rev 100-150 (5'-GAGCTCGAGGAAGGCTCGAATCTCAAAGTC-3'). Suite a la 
purification des produits de PCR obtenus, ces derniers sont digeres avec EcoRI et Xhol 
puis inseres dans le vecteur pGEX-4Tl predigere avec les memes enzymes. 
Puisque les inserts possedent une taille egale ou inferieure a 50 pb, la technique 
suivante a ete employee afin de verifier que les mutants tronques mentionnes ci-haut ont 
bel et bien ete integres au plasmide pGEX-4Tl. Les differents clones produits dans les 
bacteries DH5a ont ete digeres a l'aide de l'enzyme de restriction Sail. En effet, le site 
de reconnaissance de cette enzyme est present seulement chez les vecteurs n'ayant pas 
integre l'insert. Une migration sur un gel 1% d'agarose permet de visualiser les 
differents resultats de cette digestion et done de cibler les clones positifs soit les 
constructions non digerees. 
3.3.4 Insertion des sequences de Shp2D61G et de Shp2D61Y dans le vecteur 
pcDNA3 
Les sequences codantes de Shp2D61G et Shp2D61Y issues de pGEX-4T-2 
Shp2D61G-FLAG et pGEX-4T-2-Shp2D61Y-FLAG (KEILHACK et al., 2005) ont ete 
digerees par les enzymes de restriction BamHI et NotI puis liguees dans le vecteur vide 
pcDNA3 egalement digere par ces enzymes afin de permettre la production des mutants 
D61G et D61Y de la proteine Shp2 chez des cellules de mammiferes. 
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3.4 Preparation des lysats et immunoprecipitations 
Une densite de 3,5 x 10s cellules est mise en culture dans chaque puits d'une 
plaque a 6 puits afin d'atteindre une confluence adequate pour l'etape de transfection qui 
a lieu vingt-quatre heures plus tard environ. En effet, les cellules sont transferees le 
lendemain avec une quantite totale de 4(xg d'ADN pour 2 puits. Pour tous les resultats 
exposes dans ce memoire, les combinaisons d'ADN transferees sont indiquees sur les 
figures presentees dans la section « RESULTATS ». 
Deux jours apres la transfection, les cellules sont lavees trois fois dans du TBS IX 
froid puis lysees une heure minimum a 4°C sous rotation dans du tampon de lyse 
additionne d'un cocktail d'inhibiteur de proteases, le CLAP (Sigma-Aldrich, Oakville, 
ON) dilue 1/1000 et de 1 mM de Na3V04 (Sigma-Aldrich, Oakville, ON). L'ajout de ce 
dernier compose permet Finhibition des phosphatases endogenes telles que les tyrosines 
phosphatases. Par la suite, les lysats cellulaires sont centrifuges 20 min a 14 000 rpm a 
4°C et les fractions insolubles sont retirees des surnageants. Les lysats obtenus sont 
traites immediatement afin de permettre ultimement l'immunobuvardage des proteines 
d'interets tel que decrit a la section suivante ou congeles a -20°C pour utilisation 
ulterieure. 
Pour les essais d'immunoprecipitation, seulement une fraction des lysats 
correspondant a environ 5% des extraits cellulaires est prelevee et congelee a -20°C 
jusqu'au lendemain. Ces echantillons seront migres avec les fractions 
immunoprecipitees et serviront de controle lors de l'immunobuvardage afin de 
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determiner la quantite de proteines dans chaque essai. La majeure partie des lysats est en 
effet incubee a 4°C sous rotation pour un minimum de 1 heure avec 4 u,g d'anticorps 
monoclonal de souris dirige contre l'Arr3 (ou l'etiquette c-Myc). Ensuite 40 uL de 
proteines G fixees de maniere covalente a des billes d'agarose (Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA) sont ajoutes a chaque preparation puis le tout est incube a 
4°C sous rotation pendant une nuit. Le lendemain matin, les surnageants sont aspires et 
les billes sont rincees trois fois avec du tampon de lyse contenant du CLAP dilue 1/1000 
et ImM Na3V04. 
Afin de permettre l'elution des proteines fixees aux billes, 40 jiL de « Sample 
Buffer 4X » ou SB 4X contenant 100 mM de DTT (Promega, WI, USA) sont ajoutes 
aux billes puis ces dernieres sont chauffees 5 min dans l'eau bouillante pour etre 
finalement centrifugees une minute a 14 000 rpm. Simultanement, les lysats sont 
decongeles et le SB 4X, lOOmM DTT est ajoute dans une proportion de 1 uL de SB 
pour 2 uL de lysat puis les preparations obtenues sont traitees de la meme maniere que 
les fractions immunoprecipitees. 
Concernant les essais de stimulation du recepteur ATIA, quarante-huit heures 
apres la transfection, le milieu de culture est change pour du DMEM supplements avec 
20mM Hepes, pH 7.5. Les cellules reposent deux heures a 37°C dans ce milieu depourvu 
de serum puis l'angiotensine II a une concentration finale de 100 nM est ajoute ou non 
au milieu pour un temps defini comme indique dans la partie « RESULT ATS ». Suite a 
l'etape de stimulation, les cellules sont traitees comme mentionne dans cette section. 
- 7 1 -
3.5 SDS-PAGE et Immunobuvardage de type western 
Afin de permettre la separation des proteines selon leur poids moleculaire, suite au 
chauffage des echantillons, les fractions immunoprecipitees ainsi que les lysats sont 
migres sur un gel de 10 ou 12 % de polyacrylamide contenant du SDS (SDS-PAGE). La 
migration est effectuee dans le tampon d'electrophorese IX a 150 V durant une heure ou 
jusqu'a la sortie complete du gel du bleu de bromophenol. Par la suite, a l'aide d'un 
appareil de transfert, les proteines presentes dans le gel de polyacrylamide sont 
transferees sur une membrane de nitrocellulose. Le transfert s'effectue dans le tampon 
de transfert maintenu a une temperature de 4°C a 100 V durant 60 minutes. Suite a cette 
etape, la membrane repose dans la solution de blocage durant 45 minutes a temperature 
piece ou pendant une nuit a 4°C. Apres le blocage des sites non-specifiques, la 
membrane est incubee sous rotation avec l'anti corps primaire dilue a une concentration 
adequate dans la solution de blocage. Cette etape est realisee a temperature piece durant 
une heure pour la majorite des anticorps a l'exception des anticorps specifiques pour les 
phosphotyrosines de Shp2 ou c-Src ou la duree d'incubation de la membrane et de 
l'anticorps est de deux heures. Pour tous les anticorps primaires utilises, il est egalement 
possible de les incuber avec la membrane durant une nuit a 4°C sous agitation legere. 
Ensuite, la membrane est rincee rapidement dans du TBS IX puis lavee trois fois 5 min 
dans une solution de TBS IX, 0,1% Tween® 20 (Bio-rad, CA, USA) pour etre par la 
suite incubee une heure avec rotation a la temperature de la piece dans la solution de 
blocage contenant l'anticorps secondaire conjugue a la peroxidase de raifort dilue de 
maniere appropriee (Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, QC). Suite a la 
reconnaissance de l'anticorps primaire par l'anticorps secondaire, la membrane est a 
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nouveau rincee avec du TBS IX et lavee trois fois dix minutes avec du TBS IX, 0,1% 
Tween® 20. Apres ces lavages vient l'etape de revelation qui necessite la trousse ECL 
contenant deux reactifs soit le substrat de la peroxidase du raifort et un agent oxydant. 
Dans le but d'initier la reaction de chimiluminescence, ces deux reactifs sont melanges 
ensemble dans une proportion 1:1 puis le melange est applique sur la membrane. Suite a 
un temps de pose de 2 minutes, la membrane est epongee afin de retirer le liquide et un 
film Kodak BioMax Light (PerkinElmer, Massachusetts, USA) est appose afin de capter 
la lumiere produite par la reaction enzymatique de la peroxidase de raifort et des deux 
reactifs. Cette derniere etape tout comme la revelation du film a l'aide de l'appareil 
Kodak RP X-OMAT Processor sont realisees dans une chambre noire. 
3.6 Production des proteines recombinantes 
3.6.1 Production des proteines en fusion avec l'epitope His 
Afin de produire les proteines de fusion (His)6-Shp2 et (His)6-Arr3, les 
construction pRSET A-Shp2 et pRSET A-arrestine3 ont ete transformees dans des 
bacteries competentes issues de la souche OverExpressTM C41 (DE3) (Avidis, SA) de 
Escherichia coli selon les recommandations fournies par le manufacturier. Les proteines 
recombinantes ont ete purifiees a l'aide d'une resine d'agarose couplee au Ni-NTA 
(QIAgen, Mississauga, ON) conformement aux renseignements fournis par le 
manufacturier. Cette resine est constitute de billes d'agarose recouvertes de particules 
magnetiques liees de maniere covalente a l'acide nitrilotriacetique (NTA), un puissant 
chelateur liant les metaux. Dans ce cas-ci, le NTA se complexe avec le nickel, un cation 
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metallique possedant une forte affmite pour les molecules riches en electrons tels que les 
residus histidines. 
De maniere plus precise, une culture bacterienne, prealablement transformee avec 
la construction pRSET A-Shp2 ou pRSET A-Arr3, est inoculee dans 250 mL de milieu 
LB additionne d'ampicilline. Le milieu est incube sous agitation a 37°C afin de favoriser 
la croissance bacterienne. Lorsqu'une densite optique de 0,6 a 1,0 est obtenue a une 
longueur d'onde de 595 ran, les bacteries sont incubees 10 min sur glace puis, induites 
avec 0,4 mM d'IPTG et 2% d'ethanol a la temperature de la piece pendant une nuit. Le 
lendemain, la culture est centrifugee a 3 000 rpm durant 20 minutes a une temperature 
de 4°C et le culot obtenu est incube 15 minutes sur glace puis suspendu dans le tampon 
de lyse contenant 1 % de sarkosyl en raison de 1ml de tampon pour 50 ml de bacteries. 
Par la suite, le lysat subit trois etapes de gel/degel puis il est incube 60 minutes a 4°C 
sous rotation en presence de lmg/mL de lysosyme. Ensuite, le lysat est sonique 5 fois 
pendant 20 secondes ou une pause de 20 secondes sur glace est realisee entre chaque 
sonication. Le tout est centrifuge a 13 000 rpm durant 25 minutes a 4°C puis du Triton 
X-100 est ajoute a une concentration finale de 2% au surnageant recueilli. Suite a ce 
traitement, le surnageant est combine a 1 mL d'une preparation de 50% de billes 
d'agarose Ni-NTA pour 4mL de surnageant clair puis le melange est incube 1 heure a 
4°C sous rotation. Apres 1'incubation, les billes sont lavees 5 fois avec 1 mL de tampon 
de lavage puis elles sont eluees 5 fois avec 0,5mL de tampon d'elution. Suite a l'ajout du 
tampon d'elution, un temps de pose de 5 minutes ou les billes sont agitees legerement 
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est effectue entre chaque elution. Finalement, les eluats sont conserves a -80°C jusqu'a 
leur utilisation. 
3.6.2 Production des proteines en fusion avec l'epitope GST 
Les constructions d'ADN de l'arrestine3 et de ses mutants tronques ont ete donees 
dans le vecteur pGEX-4T-l puis transformees dans la souche bacterienne 
OverExpressTM C41 (DE3) (Avidis, SA) de Escherichia coli afin de produire des 
proteines recombinantes arborant 1'etiquette GST en N-terminal. La purification des 
proteines d'interet a ete realisee a l'aide de billes de glutathione-Sepharose™ 4B 
(Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, QC) selon les informations fournies par le 
manufacturier. En resume, les billes de sepharose sont liees de maniere covalente via 
une chaine de 10 carbones a la glutathione reduite (GSH). La GSH tapissant les billes 
possede une forte affinite pour la gluthatione-S-transferase (GST) et permet done la 
purification des proteines fusionnees a la GST. 
Plus precisement, la culture bacterienne de 250 mL transformed avec le vecteur 
pGEX-4T-l contenant 1'insert d'interet est incubee sous rotation a 37°C pendant 2 
heures environ. En effet, cette etape de croissance se termine lorsqu'une DO a 595 nm 
de 0.6 a 1.0 est obtenue. Par la suite, les bacteries sont refroidies dans un bain de glace 
durant 10 minutes puis Finduction a lieu grace a l'ajout de 0,4 mM IPTG et de 2% 
d'ethanol. La synthese proteique est realisee a temperature piece toute une nuit puis les 
bacteries sont centrifugees a 3 000 rpm a 4°C durant 20 minutes. Les culots formes sont 
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solubilises dans 1ml de tampon A pour 100ml de milieu de culture et lmg/ml de 
lysosyme est ajoute afin de permettre une lyse chimique qui se deroule a 4°C sous 
rotation pendant 60 minutes. Les lysats sont soniques 5 fois 20 secondes entrecoupe de 
pause de 20 secondes sur glace puis le tout est centrifuge 25 minutes a 13 000 rpm a 4°C 
afin de recueillir les surnageants. Ces derniers sont incubes 1 heure a 4°C sous rotation 
en presence de 0,1ml de billes glutathione-Sepharose pour 100 mL de milieu de culture. 
A noter, les billes sont prealablement lavees 2 fois 5mL et 1 fois avec 10 mL d' une 
solution de PBS IX contenant 10 mg/mL de BSA puis les billes sont diluees de moitie 
avec la meme solution et bloquees 30 minutes a temperature piece sous rotation. Apres 
l'incubation du surnageant et des billes, ces dernieres sont lavees 5 fois avec 1 mL de 
tampon A puis solubilisees dans ce meme tampon contenant 30% de glycerol dans un 
ratio 50/50. Finalement, les billes sont entreposees a -80°C jusqu'a leur utilisation 
ulterieure. 
Afin d'optimiser la purification des constructions pGEX-2T-Shp2 et pGEX-2T-
Shp2A1~220 quelques modifications inspirees de l'article BLANCHETOT et al., (2005) 
ont ete apportees aux protocoles mentionnes ci-haut. Tout d'abord, l'induction de la 
traduction proteique se fait a l'aide de 0,1 mM d'IPTG au lieu de 0,4 mM d'IPTG puis, 
le tampon A est remplace par un tampon TBS comme decrit dans la section annexe. 
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3.6.3 Verification de la production des proteines recombinantes 
Afin de determiner de maniere qualitative et semi-quantitative si les proteines 
recombinantes ont bel et bien ete produites, des echantillons de toutes les etapes du 
procede de purification sont preleves et analyses sur SDS-PAGE. En effet, un volume de 
20 ul est aliquote a chaque etape de la purification et ajoute a 10 ul de SB 4X (Sample 
Buffer 4X) additionne de 1 OOmM DTT. Tous les echantillons sont par la suite bouillis 5 
min et migres sur un gel de polyacrylamide. Apres la migration, le gel est colore au bleu 
de Coomasie R-250 durant 30 minutes puis, decolore toute la nuit a l'aide de la solution 
de decoloration. La quantite de proteine purifiee est determinee approximativement a 
l'aide d'un echantillon de 10 ug de BSA migre simultanement sur le gel SDS-PAGE. 
3.7 Essai de GST-pulldown 
Pour les essais de pulldown ou l'arrestine3 et ses mutants tronques sont fusionnes a 
la GST, 50 ug de proteines recombinantes immobilisees sur des billes de glutathione-
Sepharose sont prelevees et lavees 2 fois avec 1 mL de tampon A contenant 2mM de 
DTT. Suite au lavage, 50 ug de la deuxieme proteine recombinante soit la (His)6-Shp2 
sont ajoutes puis la reaction est completee a un volume de 200 ul a l'aide du tampon A-
DTT 2mM. Les echantillons sont centrifuges 1 min a 3 000 rpm et 15 ul de surnageant 
sont preleves et congeles a -20 °C. Ces fractions de surnageant permettront de verifier si 
la quantite de (His)6-Shp2 est equivalente dans tous les pulldowns. Afin de favoriser 
l'interaction proteique, les melanges sont incubes toute la nuit sous rotation a 4°C puis 5 
lavages avec 1 mL de tampon A-DTT 2mM sont realises. Les billes sont centrifugees 1 
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min a 3 000 rpm entre chaque lavage puis le surnageant est aspire. Apres cette etape, 30 
ul de SB 4X sont ajoutes aux billes et le tout est bouilli 5 min afin de permettre l'elution 
des proteines fixees aux billes. Pour determiner si les deux proteines d'interet forment 
un complexe, les pulldowns sont migres sur gel SDS-PAGE puis un immunobuvardage 
de type western est effectue a l'aide d'un anticorps monoclonal dirige contre l'epitope 
histidine et d'un anticorps polyclonal anti-GST. Afin de visualiser les proteines 
fusionnees a la GST, le colorant Rouge de Ponceau S a egalement ete employe. 
3.8 Essai d'endocytose et d'expression de surface par ELISA 
Une densite de 8 x 105 cellules HEK293 exprimant de maniere stable le recepteur 
FLAG-ATJAR est mise en culture dans des petris de 60mm. Le lendemain les cellules 
sont transferees dans un rapport de 4ug d'ADN total pour 6ul de TransYT®-LT\ par 
petris a l'aide des constructions d'ADN suivantes : pcDNA3, pcDNA3-Arr3, pcDNA3-
Shp2, pcDNA3-Shp2C459S et pcDNA3-Shp2D61G. Les differentes combinaisons 
d'ADN transferees sont specifiees a la section «RESULTATS». Par la suite, vingt-
quatre heures post-transfection, les cellules sont transferees a une densite de 2 x 105 dans 
des plaques de 24 puits prealablement traitees avec O.lmg/mL de Poly(L-lysine) 
(Sigma-Aldrich, Oakville, ON). Le quatrieme jour, les cellules sont lavees une fois dans 
le TBS IX puis elles incubent a 37°C pendant 30 minutes dans le milieu de stimulation 
DMEM, 0.5% BSA, 20 mM Hepes, pH 7.5 contenant ou non 100 nM d'ang II. En fait, 
tous les essais sont effectues en triplicata done pour une meme transfection, trois puits 
sont stimules et trois ne le sont pas. 
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A moins d'indication contraire, toutes les etapes decrites dans ce paragraphe sont 
realisees a temperature piece. Apres la stimulation, le milieu est aspire et les cellules 
sont fixees pendant 5 min a l'aide de TBS IX, 3.7% de formaldehyde. Les plaques sont 
rincees deux fois avec du TBS IX puis bloquees 30 min dans du TBS IX, 1% BSA. 
Suite au blocage, les cellules sont incubees une heure avec l'anticorps primaire 
monoclonal de souris, Fanti-FLAG-lVb dime 1/1000 dans la solution de blocage. Les 
plaques sont a nouveau lavees deux fois dans le TBS IX et bloquees pendant environ 5 
min avec du TBS IX, 1% BSA. Suivant cette deuxieme etape de blocage, les HEK293 
sont incubees durant une heure avec un anticorps polyclonal anti-souris couple a la 
phosphatase alcaline et dilue 1/1000 dans la solution TBS IX, 1% BSA. Les cellules 
sont lavees trois fois avec le TBS IX puis 250 uL par puits de la solution de 
developpement contenant le compose diethanolamine dilue 1/5 dans l'eau nanopure sont 
ajoutes. Le diethanolamine est le substrat de la phosphatase alcaline et le produit forme 
est de couleur jaune. Ainsi, cette reaction colorimetrique favorisee par l'incubation des 
plaques a 37°C refiete la quantite de recepteurs exprimee a la surface cellulaire. Afin de 
determiner cette valeur, un aliquot de 100 uL est preleve pour chaque puits et introduit 
dans une microplaque de 96 puits contenant 100 u,L de NaOH 0.1 N. Cette solution 
basique permet d'arreter la reaction enzymatique. Finalement, l'absorbance des 
differents essais est determinee a l'aide du spectrophotometre Titertek Multiskan 
MCC/340 a une longueur d'onde de 405 ran. 
Pour evaluer le pourcentage de recepteurs disparus de la surface cellulaire, le bruit 
de fond est soustrait de la moyenne des trois valeurs d'absorbances provenant du meme 
essai. A noter que le bruit de fond est obtenu a partir d'une lignee cellulaire d'HEK293 
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transfectee de maniere stable avec le vecteur vide pcDNA3 et traitee comme les cellules 
exprimant FLAG-ATJAR de fa9on stable. Apres cette soustraction, le rapport de la 
moyenne des valeurs d'absorbances des cellules traitees avec l'agoniste sur la moyenne 
des absorbance des cellules non stimulees est multiplie par 100 et le resultat reflete le 
pourcentage de recepteurs presents a la surface cellulaire. Afin de connaitre le 
pourcentage de recepteurs internalises, il suffit de soustraire le pourcentage de 
recepteurs exprimes par la cellule du chiffre cent. 
Dans le but d'evaluer le pourcentage d'expression de surface du recepteur, 
seulement les essais non stimules sont pris en consideration. Le calcul realise est le 
suivant: le rapport de la moyenne des absorbances d'un essai sur la moyenne des 
absorbances de l'essai exprimant seulement le recepteur est multiplie par 100. 
3.9 Immunofiurescence 
Les cellules HEK293 sont mises en culture a une densite de 1,0 x 106 dans des 
petris de 60 mm. Le lendemain, les cellules sont transferees avec les constructions 
pcDNA3-GFP-Arr3 et/ou pcDNA3-Shp2 dans une proportion 4 u.g d'ADN : 6(4.1 de 
TransYT®-LT1 par petri de 60 mm. Environ vingt-quatre heures post-transfection, une 
densite de 2 x 105 cellules est transferee dans des plaques a 6 puits pourvus de lamelles 
de microscopie (Fischer Scientific, Montreal, QC) steriles et prealablement traitees a la 
PLL. Le quatrieme jour, le milieu de culture des cellules est retire et remplace par du 
DMEM, 20 mM Hepes, pH 7,5. Deux heures apres l'incubation des HEK293 a 37°C 
dans ce milieu depourvu de serum, la stimulation du recepteur AT IA a lieu suite a 
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l'ajout de l'angiotensine II a une concentration finale de 1 uM pendant une periode de 5 
min. Par la suite, les cellules sont traitees de la meme maniere que les essais non-
stimules. 
Tout d'abord, les cellules sont lavees trois fois avec du TBS IX puis fixees dix 
minutes a la noirceur avec une solution de TBS IX, PFA 3%. Les cellules sont a 
nouveau rincees trois fois dans la solution de TBS IX et incubees 5 minutes dans une 
solution 50 mM Tris, pH8,0, lOOmM NaCl afin de prevenir le «quenching» c'est-a-dire 
une diminution non desiree de la quantite de fluorescence emise par les fiuorophores. 
Suite a ce traitement, les cellules sont permeabilisees vingt minutes a l'aide d'une 
solution de TBS IX, 0.1% Triton X-100 (ICN Biomedicals, Ohio, USA) puis bloquees 
trente minutes dans du TBS IX, 0.1% Triton X-100 contenant 5% de lait ecreme en 
poudre. Apres, les lamelles sont incubees une heure avec l'anticorps primaire polyclonal 
de lapin dirige contre Shp2 et dilue 1/250 dans la solution de blocage. Par la suite, les 
lamelles sont lavees deux fois dans le TBS IX, 0.1% Triton X-100 et bloquees derechef 
avec la solution de TBS IX, 0.1% Triton X-100, 5% lait. Subsequemment, les cellules 
sont traitees pendant une heure avec un anticorps secondaire anti-lapin conjugue au 
rouge de Texas (Molecular probes, Oregon, USA) et dilue 1/200 dans la solution de 
blocage. Suivant cette incubation, les cellules sont lavees trois fois dans du TBS IX, 
0.1% Triton X-100 suivi de deux lavages avec du TBS IX. Finalement, les lamelles sont 
montees sur des lames (VWR, Montreal, QC) grace a du liquide Vectashield (Vector 
Laboratories Burlingame, CA). Apres une courte periode de sechage, les lames sont 
observees avec un objectif Nikon plan fluor 40x/0.75 fixe sur un microscope a 
fluorescence inverse de type Nikon Eclipse TE2000-U. L'acquisition des images est 
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effectuee a l'aide d'une camera HAMAMATSU PHOTONICS (modele C4742-
95912ER) et du programme d'imagerie de haute performance Simple PCI. Les images 
de microscopie sont par la suite retravaillees avec le programme Adobe Photoshop. 
RESULTATS 
4.1 La phosphatase Shp2 et les arrestines non visuelles forment un complexe 
Par le passe, il a ete demontre dans la litterature que les arrestines non visuelles 
interagissent directement avec c-Src et que la formation de ce complexe au niveau des 
RCPGs actives est impliquee dans plusieurs mecanismes cellulaires tels que le processus 
d'endocytose et la voie des MAPKinases (LUTTRELL et al, 1999 ; DEFEA et al, 
2000a; AHN et al, 2002 et FESSART et al, 2005.). Une autre proteine connue pour 
reguler la voie des MAPKinases en reponse a divers facteurs de croissances, hormones 
et cytokines, est la tyrosine phosphatase Shp2 (NEEL et al, 2003b). Puisque cette 
phosphatase interagit egalement avec c-Src et semble jouer un role au sein de la 
signalisation induite par les RCPGs (TANG et al, 1999; HARAK et al, 2000; 
ZHANG et al, 2004 et DOAN et al, 2004), notre laboratoire a voulue determiner si 
Shp2 est un partenaire d'interaction des arrestines non visuelles. 
4.1.1 Dans un contexte cellulaire, Shp2 s'associe aux arrestines 
Afin de valider cette hypothese, nous avons realise une experience de co-
immunoprecipitation chez les cellules HER911 transferees avec pcDNA3-Arr2-c-Myc 
ou pcDNA3-Arr3-c-Myc et pcDNA3-Shp2. Les lysats cellulaires ont ete incubes avec 
un anticorps monoclonal dirige contre 1'epitope c-Myc et la proteine G-agarose. Les 
reactions d'immunoprecipitation ont ete analysees par immunobuvardage a l'aide des 
anticorps polyclonaux anti-Shp2 et anti-c-Myc. Les resultats obtenus montrent que Shp2 
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surexprimee co-immunoprecipite avec l'arrestine2 et l'arrestine3 et que cette interaction 
a lieu a l'etat basal, c'est-a-dire en absence de stimulation d'un recepteur (Figure 13.A). 
L'immunobuvardage de l'extrait cellulaire contre la proteine Shp2, d'un poids 
moleculaire apparent de 68 kDa, indique que cette derniere est surexprimee en quantite 
egale dans tous les essais. En ajout, Fanticorps anti-Shp2 utilise nous permet egalement 
de voir la Shp2 endogene dans les essais ou la construction pcDNA3-Shp2 n'a pas ete 
transfectee. De plus, le fait que la quantite de Shp2 co-immunoprecipitee semble plus 
faible dans Fessai de surexpression Arr3-c-Myc + Shp2 que Fessai Arr2-c-Myc + Shp2 
ne permet pas de conclure que la phosphatase s'associe de fa9on plus intense avec 
Farrestine2 puisque la quantite d'Arr2-c-Myc immunoprecipitee est superieure a celle 
de FArr3-c-Myc comme le represente l'immunobuvardage des reactions 
d'immunoprecipitation avec Fanticorps dirige contre F epitope c-Myc. 
4.1.2 Les arrestine2 et 3 interagissent directement avec Shp2 et sa forme tronquee 
Shp2Al-220 
Dans le but de confirmer les resultats obtenus dans un contexte cellulaire (Figure 
13.A) et de determiner si Finteraction entre les arrestines non visuelles et Shp2 peut-etre 
directe, nous avons effectues des essais de GST-pulldown. Pour ces essais de liaison in 
vitro, les proteines recombinantes purifiees GST-Shp2 et GST- Shp2A1"220 (Figure 13.B) 
fixees a des billes de glutathione-Sepharose ont ete incubees environ 12 heures en 
presence des proteines recombinantes purifiees arrestine2 et arrestine3 fusionnees a un 
epitope de six residus histidines. Les resultats obtenus demontrent que Farrestine2 
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(Figure 13.C) et l'arrestine3 (Figure 13.D) interagissent de facon directe avec Shp2 et 
que cette association ne requiert pas la presence de la portion N-terminale de Shp2. En 
effet, comme l'illustre les immunobuvardages anti-histidines, l'intensite de l'interaction 
entre les (His)6-arrestines et GST-Shp2 ou GST-Shp2A1-220 est equivalente pour une 
meme quantite de (His)6-Arr2 et (His)6-Arr3 au niveau des lysats. Ces constatations 
sont appuyees par Fimmunobuvardage dirige contre F etiquette GST (Figure 13.C) et la 
coloration au rouge de Ponceau (Figure 13.D) qui permettent de s'assurer que des 
quantites egales de GST-Shp2 et GST-Sh^A1"220 sont presentes dans les essais de 
liaison. 
En somme, puisque la portion N-terminale de Shp2 contient deux domaines SH2 et 
que le complexe arrestines/Shp2 se forme independamment de cette portion, II est 
possible de conclure que F association de ces deux proteines ne semble pas necessiter la 
reconnaissance de residus phosphotyrosine possiblement presents sur les arrestines par 
les domaines SH2 de la phosphatase. 
4.2 Shp2 lie la partieN-terminale del'arrestine3 
Dans le but de caracteriser en detail l'interaction entre Shp2 et les arrestines non 
visuelles, nous avons tente de situer la ou les regions de l'arrestine3 qui interagissent 
avec la tyrosine phosphatase. Pour ce faire, une serie de formes tronquees de Farrestine3 
a ete construite puis inseree dans le vecteur pGEX-4T-l afin de permettre la synthese et 
la purification de proteines recombinantes fusionnees a la GST. Un essai de liaison in 
vitro a ete accompli avec ces mutants et la proteine Shp2 arborant une etiquette histidine 
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Figure 13. La phosphatase Shp2 et les arrestines non visuelles forment un complexe 
A) Les experiences de co-immunoprecipitation ont ete realisees dans les cellules 
HER911 co-transfectees de maniere transitoire avec pcDNA3-Shp2, pcDNA3-Arr2-c-
Myc et pcDNA3-Arr3-c-Myc. L'immunoprecipitation des arrestines a ete faite a l'aide 
d'un anticorps monoclonal anti-c-Myc et les immunobuvardages a l'aide des anticorps 
polyclonaux anti-Shp2 et anti-c-Myc comme mentionne dans la section « MATERIEL 
ET METHODES». B) Representation schematique des differents domaines de la 
1 990 
proteine Shp2 fusionnee a 1'epitope GST et du mutant GST-Shp2A " utilises lors des 
experiences de GST-pulldown. (C) et (D) Les essais de GST-pulldown ont ete accomplis 
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avec les proteines recombinantes purifiees GST-Shp2 et GST-Shp2A " fixees aux 
billes de glutathione-Sepharose et les proteines recombinantes purifiees (His)6-Arr2 et 
(His)6-Arr3. La presence des proteines recombinantes (His)6-Arr2 et (His)6-Arr3 a ete 
detectee par l'utilisation d'un anticorps monoclonal anti-histidine. De la meme maniere, 
la presence des proteines recombinantes etiquettees GST a ete mise en evidence grace a 
un anticorps polyclonal anti-GST pour l'essai en (C) tandis que pour l'essai en (D) les 
proteines fusionnees a la GST sont visualisees par coloration de la membrane de 
nitrocellulose au rouge de Ponceau S. A, n = 2 ; C, n = 1 et D, n = 3. IP: 
immunoprecipitation, IB : immunobuvardage, N-SH2 : domaine SH2 en N-terminale, C-
SH2: domaine SH2 en C-terminale, FTP: domaine phosphatase, YY: domaine 
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en N-terminal ((His)6-Shp2). Les proteines precipitees a l'aide des billes de glutathione 
reduite ont ete observees par immunobuvardage grace a des anticorps anti-histidine et 
anti-GST. La proteine arrestine3 de type sauvage (incluant les acides amines 1 a 409) a 
ete introduite dans cet essai de GST-pulldown comme controle positif et afin de 
comparer les differences d'interaction entre Shp2 et Farrestine3 ou ses divers mutants 
tronques. 
Dans cette etude, l'arrestine3 a ete divisee en deux regions principales : la partie 
N-terminale incluant les acides amines 1-201 et la partie C-terminale constitute des 
acides amines 201-409 (Figure 14.A). Comme demontre dans les resultats precedents, 
Shp2 s'associe directement avec la proteine arrestine3 complete. De plus, cette 
interaction est conservee lorsque la phosphatase est en presence des 201 premiers acides 
amines de Farrestine3 (GST-Arr3 1-201). En revanche, comme l'illustre l'essai incluant 
la forme tronquee GST-Arr3 201-409, il semble que Shp2 n'interagit pas avec la portion 
C-terminale del'arrestine3 (Figure 14.B). 
Afin de cibler de maniere plus precise la region en N-terminal de l'arrestine3 
responsable de la formation du complexe, les mutants tronquees suivant ont egalement 
ete testes : GST-Arr3 1-100, GST-Arr3 100-201, GST-Arr3 100-150, GST-Arr3 100-
120, GST-Arr3 120-135, GST-Arr3 135-150, GST-Arr3 150-201, GST-Arr3 165-201, 
GST-Arr3 175-201 et GST-Arr3 185-201. Selon la Figure 14 B, les mutants tronquees 
conservant une interaction avec Shp2 sont: GST-Arr3 100-201, GST-Arr3 100-150 et 
GST-Arr3 150-201. En somme, la region incluant les acides amines 100-201 de 
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Farrestine3 est responsable de l'association directe de cette proteine avec Shp2. En effet, 
l'immunobuvardage des proteines precipitees a l'aide d'un anticorps anti-histidine 
permet de comparer l'intensite des bandes representant (His)6-Shp2 et de deduire que la 
phosphatase lie de maniere equivalente la portion 1 a 201 et 100 a 201 de Farrestine3. 
Cet immunobuvardage illustre aussi que les regions 100 a 150 et 150 a 201 sont autant 
importantes pour la formation du complexe puisque dans les deux cas, la force de 
l'interaction avec la phosphatase est reduite environ de moitie comparativement a 1'essai 
represente par la GST-Arr3 100-201. 
D'autre part, la liaison de Shp2 est perdue lorsque les regions d'interaction 100 a 
150 et 150-201 sont davantage tronquees. Cette perte d'interaction peut resulter d'une 
conformation inadequate de ces petits fragments comparativement a l'arrestine3 
complete et son mutant tronque 100-201. Une deuxieme possibility est que 1'epitope 
GST, d'une taille imposante en regard des court mutants tronques de l'arrestine3 (220 aa 
contre 15 a 36 aa environ), masque ces derniers et empeche done le complexe de se 
former. 
Toutes ces observations sont soutenues par un immunobuvardage des surnageants, 
a l'aide d'un anticorps contre l'epitope histidine et qui permet de demontrer que les 
quantites de Shp2 sont equivalentes dans tous les essais. Par surcroit, un 
immunobuvardage contre la GST met en evidence les quantites equivalentes d'arrestine3 
et de ces mutants au niveau des essais de liaison. Finalement, il est interessant de noter 
que selon au moins trois experiences distinctes, il apparait que la phosphatase Shp2 lie le 
fragment 1-201 et 100-201 avec plus de vigueur que l'arrestine3 intacte. Ceci peut-etre 
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Figure 14. Shp2 lie les acides amines 100 a 201 de l'arrestine3 
A) Schematisation des differents fragments de la proteine GST-Arr3 utilises lors de cette 
experience. B) Les essais de GST-pulldown ont ete effectues a l'aide des proteines 
recombinantes purifiees GST-Arr3 et ses differents mutants egalement fusionnes a la 
GST. Ces proteines recombinantes liees aux billes de glutathione-Sepharose ont ete 
incubees en presence de la proteine recombinante purifiee (His)6-Shp2 tel qu'explique 
sous la rubrique « MATERIEL ET METHODES ». La proteine (His)6-Shp2 est detectee 
a l'aide d'un anticorps monoclonal anti-histidine tandis que les proteines etiquetees GST 
sont revelees par un anticorps polyclonal anti-GST. Les donnees illustrees refletent trois 
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cause par un repliement different des peptides. Effectivement, il est possible que la 
conformation des fragments 1 a 201 et 100 a 201 permette 1'exposition de certains 
residus normalement dissimules chez l'arrestine3 complete et qui favoriserait 
l'association de la phosphatase. 
Jusqu'a present, les resultats obtenus indiquent que les arrestine2 et 3 interagissent 
de facon constitutive et directe avec la phosphatase shp2. De plus, cette interaction a lieu 
independamment des acides amines 1 a 220 de Shp2 mais requiert les residus 100 a 201 
de la partie N-terminale de Farrestine3. 
4.3 L'activation catalytique de Shp2 induit une perte de son interaction avec 
l'arrestine3 
Toujours dans l'objectif de caracteriser le complexe forme par les arrestines non 
visuelles et Shp2 et sachant que les domaines SH2 de cette derniere ne semble pas 
impliques dans cette interaction proteine-proteine, notre laboratoire s'est interesse a 
l'activite enzymatique de la phosphatase. Afin d'eclaircir le role de l'activite catalytique 
de Shp2, les mutants suivant: Shp2C459S, Shp2D61G et Shp2 D61Y ont ete etudies par 
un essai d'immunoprecipitation en presence de l'arrestine3. 
Le mutant Shp2C459S est inactif catalytiquement du a une substitution de la 
cysteine 459, positionnee dans la pochette de liaison du domaine phosphatase, par une 
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serine. Cette modification n'influence pas l'association de l'enzyme a son substrat mais 
inhibe plutot la dephosphorylarion de ce dernier et ainsi la liberation du substrat. Les 
mutations D61G et D61Y localisees dans le domaine SH2 le plus pres du cote N-
terminale de la proteine (N-SH2) sont responsables d'une augmentation significative de 
l'activite enzymatique de Shp2. En effet, la substitution de ce residu aspartate par une 
glycine ou une tyrosine favorise la conformation ouverte de Shp2 et de ce fait libere le 
domaine phosphatase d'une auto-inhibition en condition basale (INTRODUCTION, 
section 1.10). A noter que le mutant Shp2D61Y implique dans certaines formes de 
leucemies induit une activite enzymatique basale de deux fois superieure au mutant 
Shp2D61G responsable principalement du syndrome Noonan (NEEL et al, 2003b et 
KEILHACKe*a/.,2005). 
Pour realiser cet essai d'immunoprecipitation, les cellules HEK293 furent co-
transfectees avec l'arrestine3 combine a l'une des constructions suivantes : Shp2, 
Shp2C459S, Shp2D61G ou Shp2D61Y. Suite a la solubilisation des cellules, l'anticorps 
monoclonal anti-Arr3 et la proteine G-agarose ont permis l'immunoprecipitation de 
Farrestine3. Les donnees obtenues ont ete analysees par l'entremise d'anticorps 
polyclonaux reconnaissant specifiquement les proteines Shp2 et arrestine3. 
Dans un premier temps, les resultats emanant de trois essais independants 
indiquent que Shp2 ainsi que son mutant Shp2C459S interagissent de fa9on equivalente 
avec l'arrestine3 (Figure 15). D'autre part, les mutants D61G et D61Y ne co-
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Figure 15. Role de l'activite enzymatique de Shp2 dans son interaction avec 
l'arrestine3 
Les experiences de co-immunoprecipitation ont ete realisees chez les cellules HEK293 
co-exprimant de fa?on transitoire l'Arr3 et Tune des quatre proteines suivantes : Shp2, 
Shp2C459S, Shp2D61G ou Shp2D61Y. Un anticorps monoclonal dirige contre l'Arr3 a 
permis d'immunoprecipiter cette proteine et les anticorps polyclonaux anti-Shp2 et anti-
Arr3 ont ete utilises lors de l'immunobuvardage comme specifie dans la section « 
MATERIEL ET METHODE ». La figure montree est representative de trois experiences 
independantes. IP, immunoprecipitation ; IB, immunobuvardage. 
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enzymatique de Shp2, refletee par une mutation du residu D61, empeche la formation du 
complexe proteique ou cree une instability au niveau de ce complexe. En effet, il est 
possible d'envisager que l'interaction entre Shp2D61G ou D61Y et l'arrestine3 a lieu 
mais d'une facon extremement transitoire qui ne peut-etre detectee par 
immunobuvardage. 
4.4 Le complexe Shp2/arrestine3 est module par 1'activation d'un RCPG 
II est bien connu desormais que les arrestines non visuelles sont impliquees dans 
les mecanismes de desensibilisation et d'internalisation des RCPGs via leur recrutement 
a ces recepteurs membranaires actives par leurs agonistes puis phosphoryles par les 
GRKs. L'importance des arrestines non visuelles dans ces mecanismes de regulation a 
ete etudiee pour plusieurs RCPGs dont le recepteur adrenergique (32 (|32AR) et le 
recepteur de l'angiotensine II de type 1A (AT1AR ou AT1R) (KOHOUT et al., 2001 ; 
AHN et ah, 2003). A la lumiere de ces informations, nous avons deduit que l'interaction 
entre Shp2 et l'arrestine3 pouvait etre influencee par la stimulation d'un RCPG. Arm de 
repondre a cette question, des experiences d'immunoprecipitation et de microscopie a 
immunofluorescence ont ete executees chez les HEK293 exprimant le recepteur ATIAR 
de fa?on stable. 
-96-
4.4.1 Analyse du comportement du complexe Shp2/arrestine3 suite a 
l'activation d'ATlAR 
Pour les essais d'immunoprecipitation, les cellules co-transfectees avec Farrestine3 
et Shp2 ont ete privees de serum durant 2 heures puis stimulees ou non avec 100 nM 
d'ang II pour des temps de 2, 5, 15, 30 et 60 min. Les reactions d'immunoprecipitation 
ont ete effectuees avec un anticorps monoclonal specifique a Farrestine3 et la proteine 
G-agarose. Les anticorps polyclonaux anti-Shp2 et anti-Arr3 ont servi lors des 
immunobuvardages. Tout d'abord la Figure 16.A illustre que Shp2 co-immunoprecipite 
avec Farrestine3 en presence ou en absence d'agoniste. Par contre, cette co-
immunoprecipitation varie selon le temps de stimulation du recepteur avec Fang II. En 
effet, c'est a Fetat basal que Finteraction semble la plus forte puis elle diminue en 
intensite jusqu'a atteindre un minimum a 15 minutes. Par la suite, la formation du 
complexe semble s'accroitre pour finalement atteindre une intensite similaire a Fetat 
basal a 60 min. Ces observations sont le reflet de deux experiences independantes et sont 
appuyees par les immunobuvardages des lysats et des culots qui demontrent 
respectivement que les quantites de Shp2 et d'arrestine3 sont les memes dans tous les 
essais. A noter que bien que les anticorps anti-arrestine3 employes dans toutes les 
experiences d'immunoprecipitation soient les memes, contrairement a la Figure 15, cette 
experience demontre que plusieurs bandes caracterisent l'immunobuvardage de 
Farrestine3. Ce phenomene peut resulter entre autre de Femploie de differents temps 
d'exposition du film Kodak ou bien encore d'une diminution de la specificite des 
anticorps induite par une reduction dans la stabilite de ces derniers. 
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4.4.2 Etude de la localisation intracellulaire du complexe Shp2/arrestine3 
Par le passe, des etudes ont prouve que le recepteur ATIA active par son agoniste 
internalise rapidement puis forme un complexe stable avec l'arrestine3 au niveau de 
compartiments vesiculates intracellulaires (ZHANG et ah, 1999). Afin d'approfondir 
les resultats preliminaires obtenus en immunoprecipitation (Figure 16.A) et dans le but 
d'analyser, au niveau cellulaire, la localisation du complexe Shp2/rr3 suite a la 
stimulation du recepteur de l'ang II, des essais de microscopie ont ete faits dans les 
cellules HEK293 exprimant ATJAR et co-transfectees avec GFP-Arr3 et Shp2. 
La Figure 16.B revele la distribution cellulaire des proteines a l'etude a la suite 
d'une stimulation ou non du recepteur ATiA avec luM d'ang II pour une duree de 5 min. 
En absence de stimulation, Shp2 et GFP-Arr3 sont distributes a travers tout le 
cytoplasme sans localisation particuliere. Ce patron d'expression definit les cellules co-
transfectees avec la phosphatase et l'arrestine3 aussi bien que les cellules transferees 
avec l'une ou l'autre de ces deux constructions. Comme observe dans la litterature, suite 
a l'ajout d'ang II, l'arrestine3 se retrouve au niveau des vesicules d'endocytose bien que 
la proteine demeure en partie au niveau du cytoplasme. Ce changement de localisation a 
l'interieur de la cellule survient aussi bien chez les HEK293 exprimant les deux 
constructions que chez celles arborant seulement l'une des deux. A l'oppose, aucune 
modification particuliere de la distribution de Shp2 au sein de la cellule ne semble 
visible a la suite d'une activation du recepteur ATIA. Ainsi, a l'etat basal, la phosphatase 
et l'arrestine3 co-localisent fortement au niveau du cytoplasme. Or suite a la stimulation 
du recepteur, Shp2 demeure principalement au cytoplasme et ne co-localise pas ou peu 
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Figure 16. La stimulation du recepteur de l'angiotensine II de type 1A perturbe le 
complexe Shp2/arrestine3 
Une lignee de cellule HEK293 exprimant de maniere stable le recepteur ATIA a ete 
utilisee lors de ces experiences. A) Ces cellules ont ete co-transfectees de facon 
transitoire avec pcDNA3-Shp2 et pcDNA3-Arr3 puis stimulees a cinq temps differents 
(2 min, 5 min, 15 min, 30 min et 60 min) a une temperature de 37°C suite a l'ajout de 
lOOnM d'angiotensine II le jour de l'experience comme mentionne dans la partie « 
MATERIEL ET METHODES ». L'immunoprecipitation de l'arrestine3 a ete effectuee 
grace a un anticorps monoclonal anti-Arr3 et les anticorps polyclonaux diriges contre 
Shp2 et l'arrestine3 ont permis l'immunobuvardage de ces deux proteines. B) La lignee 
cellulaire exprimant ATIAR constitutivement a ete transfectee de maniere transitoire 
avec pcDNA3-Shp2 et/ou pcDNA3-GFP-Arr3. Les cellules ont par la suite ete stimulees 
cinq minutes avec 1 uM d'angiotensine II a 37°C avant d'etre traitees pour l'observation 
au microscope tel que specifie sous l'onglet « MATERIEL ET METHODES ». Un essai 
controle non stimule a egalement ete execute a des fins de comparaison. Dans cette 
figure, la phosphatase est representee par la couleur rouge, Farrestine3 par le vert et la 
co-localisation par une couleur jaune. Les barres de grossissement correspondent a 10 
um. Les resultats illustres sont issus de deux experiences independantes. IP, 
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avec l'arrestine3 vesiculate. En somme, les resultats presenter insinuent que l'activation 
de ATIAR provoque une perte partielle et provisoire de l'interaction entre la phosphatase 
et l'arrestine3. 
4.5 La tyrosine kinase c-Src phosphoryle le complexe Shp2/arrestine3 
Un bon nombre d'etudes telles que celle de MILLER et ai, 2000, ont demontre 
qu'en presence ou en absence de stimulation d'un RCPG, les arrestines non visuelles 
s'associent directement a la tyrosine kinase c-Src. D'autres recherches ont prouve par 
immunoprecipitation, que c-Src s'unit a Shp2 en condition basale et suite a l'activation 
d'un RCPG (DOAN et ai, 2004). D'autre part, nos etudes soulignent une interaction 
directe entre les arrestines non-visuelles et Shp2 dans un systeme au repos. Toutes ses 
donnees nous ont menes a nous interroger sur l'implication de c-Src au niveau du 
complexe Shp2/arrestine3. 
Afin de repondre a cette question, nous avons effectue un essai 
d'immunoprecipitation chez les HEK293 exprimant Farrestine3 et Shp2 en compagnie 
ou non de c-Src-HA ou de ses mutants K298R et Y530F egalement fusionnes a 1'epitope 
HA en C-terminal. La mutation K298R situee dans le site actif de la proteine permet de 
simuler une kinase inactive tandis que la mutation Y530F au niveau de la queue C-
terminale mime une kinase constitutivement active. Les lysats cellulaires ont ete traites 
avec l'anticorps monoclonal anti-Arr3 et la proteine G-agarose dans le but 
d'immunoprecipiter l'arrestine3. Les immunobuvardages accomplis a l'aide des 
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anticorps polyclonaux anti-Shp2, anti-arr3, anti-HA et anti-Shp2[PY542] ainsi que 
l'anticorps monoclonal 4G10 ont permis d'analyser les resultats obtenus. 
La Figure 17 temoigne que la co-immunoprecipitation de Shp2 avec l'arrestine3 
est affectee par la presence de c-Src-HA et c-Src-Y530F-HA. Tout d'abord, selon 
l'immunobuvardage des reactions d'immunoprecipitations a 1'aide de l'anticorps anti-
Shp2, une double bande caracterise la phosphatase lorsque la tyrosine kinase c-Src-HA 
ou son mutant constitutivement actif, c-SrcY530F-HA, est surexprimee. En effet, la 
kinase inactive catalytiquement, c-SrcK298R-HA, ne semble pas alterer le patron de 
migration de Shp2. Ceci suggere que Shp2 est phosphorylee par c-Src au niveau de 
certains residus tyrosines. 
Aim de valider cette hypothese, un immunobuvardage non specifique des proteines 
arborant des residus phosphotyrosines a ete accomplie au niveau des lysats cellulaires a 
l'aide de l'anticorps 4G10. Cet immunobuvardage qui met en evidence les substrats de 
c-Src, indique la presence d'une bande a la hauteur de la proteine Shp2 pour les essais 
transfectes avec c-Src ou c-SrcY530F comme le suggerait la revelation immunologique 
de la phosphatase. De plus, l'anticorps 4G10 continue que c-SrcK298R est inactif 
catalytiquement et que la kinase constitutivement active affiche une plus grande activite 
catalytique que le type sauvage. Finalement, selon l'essai transfecte avec Shp2 et c-Src 
uniquement, la phosphorylation de Shp2 par la kinase ne semble pas dependre de la 
surexpression de l'arrestine3. 
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Differentes etudes impliquant la phosphatase Shp2 ont permis de determiner les 
residus tyrosines cibles par plusieurs kinases. Ces sites localises a la queue C-terminale 
de Shp2 sont les tyrosines 542 et 580 (BENNETT et al, 1994 et VOGEL et al, 1996). 
De plus, la tyrosine 542 est consideree comme le site majeur de phosphorylation. Ainsi, 
dans le but de confirmer l'hypothese que Shp2 est un substrat de c-Src, Fanticorps anti-
Shp2[PY542] a ete employe. Comme presume, cet immunobuvardage indique que Shp2 
co-immunoprecipitee avec l'arrestine3 est bel et bien phosphorylee par c-Src-HA et son 
mutant Y530F au niveau de la tyrosine 542 positionnee dans la portion C-terminale de la 
phosphatase. De surcroit, 1'immunobuvardage des lysats, avec l'anti-Shp2[PY542], revele 
que la tyrosine phosphorylation de Shp2 ne semble pas etre influencee par la presence de 
l'arrestine3 tout comme le demontrait l'anticorps 4G10. 
De plus, en se referant a 1'immunobuvardage de Shp2 des reactions 
d'immunoprecipitations, il semble que cette derniere s'associe plus fortement a 
l'arrestine3 lorsque c-Src-HA ou c-Sre-Y530F-HA est presente. Afin de valider cette 
observation, une analyse densitometrique basee sur cinq essais independants a ete 
realisee (Figure 17.B). Cette analyse revele que l'interaction entre la phosphatase et 
l'arrestine3 a tendance a etre plus prononcee lorsque la kinase ou le mutant Y530F est 
surexprimee. Par contre, cet accroissement de l'interaction n'est pas significatif en 
considerant les incertitudes representees sur le graphique et selon le test ANOVA du 
programme GraphPad Prism. On peut egalement observer que les incertitudes sont 
beaucoup plus prononcees lorsque la kinase ou le mutant Y530F est surexprimee. 
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Figure 17. Le complexe Shp2/arrestine3 est influence par c-Src qui phosphoryle la 
portion C-terminale de Shp2 
A) Les essais d'immunoprecipitation ont ete accomplis chez des cellules HEK293 
exprimant transitoirement la phosphatase Shp2 et l'arrestine3 settlement ou en plus de 
l'une des constructions suivantes : pcDNA3-c-Src-HA, pcDNA3-c-SrcK298R-HA et 
pcDNA3-c-SrcY530F-HA. Comme indique dans « MATERIEL ET METHODES », un 
anticorps monoclonal anti-Arr3 a permis d'immunoprecipiter l'arrestine3 et les 
immunobuvardages ont ete realises a l'aide des anticorps polyclonaux suivants : un anti-
Shp2, un anti-SHP2[PY542] soit un anticorps dirige specifiquement contre la tyrosine 
phosphorylee en position 542 au niveau de la queue C-terminale de Shp2, un anti-Arr3 
et un anti-HA pour visualiser c-Src-HA. L'anticorps monoclonal 4G10 a egalement ete 
employe afin de mettre en evidence de maniere non specifique toutes les proteines 
phosphorylees au niveau de leurs residus tyrosines. B) Afin de visualiser l'implication 
de c-Src-HA au sein du complexe Shp2/arrestine3, une analyse densitometrique reportee 
sur un graphique a ete effectuee. Cette analyse a permis d'etablir un ratio relatif 
illustrant la quantite de Shp2 co-immunoprecipitee par rapport a la quantite d'arrestine3 
immunoprecipitee. Les donnees obtenues ont ete normalisees en fonction de l'essai 
surexprimant Shp2 et l'arrestine3 seulement. Afin de determiner si les resultats sont 
significatifs, le test ANOVA du logiciel GraphPad Prism a ete employe. Les donnees 


























































































































































En somme, ces resultats demontrent que la queue C-terminale de Shp2 est 
phosphorylee sur un residu tyrosine en position 542 par la kinase c-Src. Aussi, cette 
modification post-traductionnelle ne depend pas de la surexpression de l'arrestine3 mais 
semble accroitre l'interaction entre la phosphatase et l'arrestine3 bien que cette derniere 
affirmation demeure a confirmer. 
4.6 Evaluation du role de Shp2 et de Parrestine3 au niveau du patron de 
phosphorylation de la kinase c-Src 
La kinase Src est connue comme etant impliquee dans divers processus cellulaires 
tels que la differentiation, la survie, la proliferation ou encore 1'adhesion, la motilite et 
la morphologic De nombreux articles scientifiques, comme par exemple ZHANG et al. 
2004, DOAN et al. 2004 et BERTOTTI et al. 2006, demontrent que la phosphatase Shp2 
regule l'activite de c-Src et de ce fait joue un role cellulaire majeur. Dans l'objectif de 
determiner les fonctions du complexe Shp2/arrestine3 au niveau de la signalisation 
cellulaire, notre laboratoire s'est interesse au role de ce complexe dans la regulation de 
l'activite kinase de c-Src. 
Aim d'evaluer la modulation de l'activite kinase de c-Src ainsi que le degre de 
phosphorylation de ses divers substrats, les HEK293 ont ete transfectees transitoirement 
avec pcDNA3-c-Src-HA seule ou avec les constructions suivantes : pcDNA3-Shp2, 
pcDNA3-Shp2C459S, pcDNA3Shp2D61G et pcDNA3-Arr3 comme indique a la Figure 
18. Suite a la preparation des lysats cellulaires, les resultats ont ete analyses par 
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immunobuvardage a l'aide des anticorps 4G10, anti-HA, anti-Shp2, anti-Arr3, anti-c-Src 
[PY419], anti-c-Src [PY530], anti-Shp2[PY542] et anti-Shp2[PY580]. 
Premierement, l'immunobuvardage des lysats avec Fanticorps 4G10 illustre que 
comparativement a l'essai pcDNA3, la surexpression de c-Src-HA accroit 
considerablement la phosphorylation des residus tyrosines de diverses proteines (Figure 
18). Aussi, cet immunobuvardage indique que ce patron de phosphorylation est modifie 
par la surexpression de Shp2, de ces mutants C459S et D61G ainsi que par la 
surexpression de l'arrestine3. En fait, ces differentes proteines surexprimees peuvent 
influencer le patron de phosphorylation observe de trois manieres differentes. Tout 
d'abord, ces partenaires d'interaction peuvent etre un substrat de la kinase c-Src ainsi 
leur phosphorylation sera detectee par Fanticorps 4G10. De plus, les proteines a Fetude 
peuvent reguler Factivite catalytique de c-Src ou bien le statut de phosporylation d'un ou 
de plus d'un substrat de la kinase. 
Afin de determiner si les differentes proteines a Fetude modulent Factivite 
enzymatique de c-Src et/ou Fetat de phosphorylation des substrats de la kinase, les 
resultats obtenus grace a Fanticorps 4G10 doivent etre compares a ceux fournis par les 
anticorps anti-c-Src [PY419] et anti-c-Src [PY530]. En effet, Factivite kinase de c-Src est 
regulee par la phosphorylation de deux tyrosines : la tyrosine 419 localisee dans le site 
actif de Fenzyme et la tyrosine 530 situee au niveau de la queue C-terminale de la 
kinase. Au repos, la tyrosine 530 est hyperphosphorylee et maintient Fenzyme dans une 
conformation inactive. La dephosphorylation de cette tyrosine et la phosphorylation de 
la tyrosine 419 stimulent Factivite catalytique de c-Src. 
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Selon les immunobuvardages realises sur trois experiences independantes avec les 
anticorps anti-c-Src [PY419] et anti-c-Src [PY530], l'activite enzymatique de c-Src ne 
semble pas etre alteree par les proteines a l'etude soient Shp2, Shp2C459S, Shp2D61G 
et l'arrestine3. En effet, chez tous les essais realises, si Ton compare les 
immunobuvardages des tyrosines 419 et 530 avec celui de 1'epitope HA de c-Src, 
aucune difference significative n'est observee dans l'etat de phosphorylation de c-Src. 
Par contre, aucune certitude ne peut-etre etabli a ce sujet puisque la presence de bandes 
d'intensite variable au niveau de Fimmunobuvardage contre 1'epitope HA de la kinase 
peut etre causee par une surexpression inegale de c-Src dans les differents essais ou bien 
par une modulation de l'etat de phosphorylation de c-Src selon les proteines 
surexprimees. Ainsi, meme si nous proposons que les proteines a l'etude n'alterent pas 
l'activite catalytique de c-Src, cette hypothese demeure a etre confirmee. Deux 
possibilites restent a l'etude. En effet, la phosphatase Shp2, ses mutants C459S et D61G 
de meme que l'arrestine3 peuvent egalement etre des substrats de la kinase et/ou ces 
proteines peuvent alterer le statut de phosphorylation des substrats de c-Src. 
Comme le temoigne les resultats de la Figure 18, l'immunobuvardage des lysats 
par le 4G10, montre que Shp2 ainsi que les mutants C459S et D61G sont des substrats 
de c-Src. En effet, une bande a la hauteur de la phosphatase est visible dans tous les 
essais surexprimant Shp2 ou ses mutants de concert avec c-Src. De plus, un essai 
exprimant Shp2 seulement a ete ajoute a l'etude et demontre que cette bande n'est pas 
visible sans la surexpression de c-Src. L'immunobuvardage des lysats avec les anticorps 
anti-Shp2[PY542] et anti-Shp2[PY580], diriges respectivement contre les tyrosines 
phosphorylees 542 et 580 situees en C-terminal de la phosphatase, permettent de 
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confirmer ces resultats. Ainsi ces anticorps indiquent que Shp2, le mutant inactif 
catalytiquement (Shp2C459S) et le mutant possedant une forte activite (Shp2D61G) sont 
phosphoryles par c-Src au niveau des tyrosines 542 et 580. 
II est interessant de noter que le mutant Shp2D61G est fortement phosphoryle bien 
que son activite phosphatase soit accrue. Nous avons egalement constate que toutes les 
bandes representant la phosphorylation de Shp2D61G sont situees a une hauteur 
inferieure. Aussi, cette difference de migration correle avec la presence de bandes plus 
larges au niveau de l'immunobuvardage avec Fanticorps anti-Shp2 chez les essais 
surexprimant Shp2. Ce dernier resultat semble indiquer que 1'anticorps anti-Shp2 
reconnait egalement la phosphatase phosphorylee sur tyrosine qui migre a une hauteur 
inferieure dans le gel. De surcroit, en analysant plus attentivement les 
immunobuvardages realises a l'aide des anticorps anti-Shp2[PY542] et anti-Shp2[PY580], 
nous avons observe que la phosphorylation du mutant Shp2D61G par la kinase Src est 
attenuee lorsque Farrestine3 est surexprimee. 
En outre, selon l'immunobuvardage effectue a l'aide de Fanticorps 4G10, il 
apparait que Shp2D61G modifie le patron de phosphorylation des substrats de c-Src. A 
noter que comme mentionne precedemment, les substrats de la tyrosine kinase sont 
facilement identifiables lorsque Fessai surexprimant pcDNA3 seulement est compare a 
Fessai surexprimant c-Src-HA. En somme, la Figure 18 illustre que la surexpression de 
Shp2D61G semble causer une diminution de la phosphorylation de plusieurs des 
substrats de c-Src. Afin de mettre en evidence ce phenomene, des fleches sur la Figure 
18 identifient les zones ou la phosphorylation des substrats de c-Src est attenuee lorsque 
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la phosphatase Shp2D61G est presente dans l'essai. Par contre, deux bandes localisees a 
la hauteur et juste en dessous du standard de 100 kDa semblent au contraire etre plus 
intenses lorsque Shp2D61G est surexprimee. En fait, il est difficile de determiner si 
Shp2D61G stimule la phosphorylation des proteines caracterisees par ces deux bandes 
puisque dans les essais surexprimant cette phosphatase mutee, rimmunobuvardage 
contre 1'epitope HA semble indiquer que la quantite de c-Src presente est beaucoup plus 
importante. A moins que, tout comme pour les resultats obtenus a l'aide de Fanticorps 
anti-Shp2, les bandes plus larges caracterisant c-Src soit le reflet d'une augmentation de 
la phosphorylation de la kinase. 
Par contre, mise a part ces deux bandes inconnues, les resultats presenters indiquent 
que plusieurs bandes representant des substrats de c-Src disparaissent dans les essais 
transfectes avec Shp2D61G. Notamment, celles situees aux environs du standard de 50 
kDa, endroit ou migre l'arrestine3. En effet, tous les essais surexprimant l'arrestine3 
sauf celui co-transfecte avec Shp2D61G, affichent une bande a la hauteur de l'arrestine3 
au niveau de l'immunobuvardage des proteines tyrosines phosphorylees. 
En resume, ces derniers resultats montrent que la tyrosine kinase c-Src induit la 
phosphorylation des residus Y542 et Y580 de la phosphatase Shp2 et de ses mutants 
C459S et D61G. De plus, Shp2D61G, le mutant mimant la forme active de la 
phosphatase, diminue la phosphorylation de certains substrats de c-Src notamment les 
proteines migrant a une hauteur environnant le 50 kDa comme Farrestine3. Aussi, cette 
experience indique que Shp2D61G affiche une diminution de son etat de 
phosphorylation lorsque l'arrestine3 est surexprimee de concert avec c-Src. 
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Figure 18. Etude de l'interaction entre c-Src, Parrestine3 et Shp2 
Les cellules HEK293 employees ont ete transferees transitoirement avec differentes 
combinaisons des constructions d'ADN suivantes : pcDNA3-c-Src-HA, pcDNA3-Arr3, 
pcDNA3-Shp2, pcDNA3-Shp2C459S et pcDNA3-Shp2D61G tel qu'indique. En plus 
d'un anticorps monoclonal anti-PY 4G10 permettant de determiner de facon non-
specifique les proteines phosphorylees au niveau des residus tyrosines, les anticorps 
polyclonaux mentionnes ci-apres ont egalement ete utilises pour l'immunobuvardage : 
anti-HA, anti-c-Src [PY419], anti-c-Src [PY530], anti-Shp2, anti-Shp2[PY542], anti-
Shp2[PY ] et anti-Arr3. Les resultats montres refletent trois experiences 
independantes a l'exception des deux essais suivants : c-Src-HA + Shp2D61G et c-Src-
HA + Arr3 + Shp2D61G qui proviennent de deux experiences independantes. IP, 
immunoprecipitation; IB, immunobuvardage. 
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DISCUSSION 
5.1 Characterisation moleculaire clu complexe impliquant Shp2 et les arrestines 
non visuelles 
5.1.1 L'interaction entre Shp2 et les arrestines non visuelles est constitutive et 
directe 
Tout d'abord, mes travaux demontrent que dans un contexte cellulaire au repos, les 
arrestines non visuelles interagissent de facon constitutive avec la tyrosine phosphatase 
Shp2. De plus, des essais de GST-pulldown realises au moyen des proteines 
recombinantes GST-Shp2 et (His)6-Arr2 ou (His)6-Arr3 illustrent que cette interaction 
est directe. Ainsi, ces premiers resultats indiquent que sous leurs conformations 
inactives, la tyrosine phosphatase Shp2 et les arrestines non visuelles forment un 
complexe. 
Bien que ces proteines affichent des conformations actives tres differentes de 
celles qu'elles adoptent dans un etat basal, on ne peut ecarter l'hypothese que ces 
partenaires d'interaction forment egalement un complexe au sein d'un systeme cellulaire 
actif. En effet, bien que certains des compagnons d'interaction des arrestines non 
visuelles tels que la proteine heterotetramerique AP-2 et la clatherine se fixent 
exclusivement aux arrestines non visuelles associees a un RCPG (conformation active) 
(LEFKOWITZ et SHENOY, 2005), plusieurs partenaires de ces proteines adaptatrices 
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reconnaissent aussi leur conformation libre ou inactive. Par exemple, la proteine G 
monomerique ARF6 et la serine/threonine kinase Jnk3 affichent egalement une forte 
affinite pour les arrestines non visuelles libres. Pour sa part, l'ubiquitine ligase Mdm2 
arbore une preference pour les arrestines non visuelles possedant une conformation 
inactive (GUREVICH et GUREVICH, 2006). 
D'autres facteurs peuvent reguler l'association des proteines. Par exemple, a un 
stade cellulaire particulier, certains partenaires d'interaction peuvent etre sequestres dans 
des compartiments intracellulaires distincts. Ainsi la proximite des proteines controle 
egalement leur interaction. Ce dernier aspect, tout comme les differentes conformations 
adoptees par les proteines, peut etre biaise dans un systeme de surexpression comme 
celui employe lors de mes essais de co-immunoprecipitation. Bien que cela peut-etre tres 
exigeant, il serait interessant de verifier l'interaction endogene entre la phosphatase 
Shp2 et les arrestines non visuelles. 
5.1.2 Le complexe requiert des regions particulieres de la phosphatase et de 
l'arrestine3 
En plus de souligner une interaction directe, les experiences de GST-pulldown 
montrent que la formation du complexe Shp2/arrestines ne necessite pas les domaines 
SH2 de Shp2. En effet, le mutant GST-Shp2A1220 interagit avec les proteines 
recombinantes (His)6-Arr2 et (His)6-Arr3 tout comme la phosphatase de type sauvage, 
GST-Shp2. 
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Outre deux domaines SH2 en N-terminal, la proteine Shp2 est composee d'un 
domaine catalytique (residus 276-517) et d'une queue C-terminale (residus 518-593) 
constitute d'une sequence riche en proline inseree entre deux sites de phosphorylation 
sur tyrosine (Y542 et Y580) (NEEL et al., 2003b). Dans le but d'evaluer avec plus de 
precision, la ou les regions de l'enzyme responsable de son interaction avec les 
arrestines non visuelles, differents mutants tronques de Shp2 fusionnes a la GST 
pourraient etre generes et employes dans des experiences de pulldown. Ces fragments 
permettraient entre autre de determiner si les arrestines non visuelles sont des substrats 
potentiels de Shp2, dans ce cas le domaine catalytique serait en cause dans l'interaction, 
ou simplement des partenaires engageant la queue C-terminale de la phosphatase. Bref, 
ces experiences fourniraient une piste supplementaire sur le role du complexe 
Shp2/arrestines au sein de la cellule. 
D'autre part, les resultats des pulldowns indiquent egalement que la liaison directe 
entre Shp2 et les arrestines requiert les residus 100 a 201 du domaine N de l'arrestine3. 
En effet, selon ces essais, la phosphatase (His)6-Shp2 ne s'associe pas avec la portion C-
terminale de l'arrestine 3 (acides amines 201-409) qui englobe le domaine C et la queue 
C-terminale mais interagit fortement avec le domaine N (acides amines 1-201). Aussi, 
l'intensite de cette interaction est conservee par l'essai impliquant le fragment GST-
Arr3 100-201. Ces donnees prouvent que la region de rarrestine3 responsable de sa 
liaison directe a Shp2 est concentree au niveau des residus 100 a 201 du domaine N. 
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Parmi les nombreuses proteines reconnues pour s'associer directement avec les 
arrestines non visuelles, peu des interactions ont ete caracterisees avec precision d'un 
point de vue structurel. Comme exception figure la proteine adaptatrice AP-2 et la 
clatherine, deux composantes de la machinerie d'endocytose Kant de facon respective les 
motifs RXR et LIEF situes a la queue C-terminale des arrestines non visuelles 
(LAPORTE et al, 1999 ; LUTTREL et al, 2002). De plus, les regions engagees au 
niveau de Falliance entre les arrestines non visuelles et la tyrosine kinase c-Src sont 
aussi definies et impliquent le domaine N des arrestines non visuelles tout comme la 
tyrosine phosphatase Shp2. De facon precise, le complexe depend d'une interaction 
entre les prolines 91 et 121 de l'arrestine2 et le domaine SH3 de la kinase (LUTTRELL 
et al, 1999). En ajout, des recherches ulterieures ont montre que le domaine catalytique 
(SHI) de c-Src est egalement essentiel pour son association avec l'arrestine2 (MILLER 
et al, 2000). D'autres proteines telles que la E3 ubiquitine ligase Mdm2 et IicBa, 
Finhibiteur de NFKB, s'associent au domaine N de l'arrestine3 mais les motifs 
importants a cette liaison ne sont toujours pas determines. 
De maniere a determiner avec precision les acides amines de l'arrestine3 essentiels 
a sa liaison a la phosphatase, de petits peptides synthetiques de la region 100 a 201 de 
l'arrestine3 pourraient etre generes puis testes dans une experience de GST-pulldown 
impliquant le fragment GST-Arr3 100-201 et la proteine recombinante (His)6-Shp2. Une 
perte d'interaction entre le fragment 100 a 201 de l'arrestine3 et la phosphatase serait 
visible par l'immunobuvardage de l'epitope hexahistidines de Shp2 et indiquerait que le 
petit peptide synthetique a 1'etude interagit avec Shp2 et empeche, par un effet de 
competition, le fragment 100 a 201 de l'arrestine3 de fixer Shp2. Par la suite, des 
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mutations ponctuelles pourraient etre introduites dans la sequence d'acides amines 
identifiee au niveau du fragment 100 a 201 de l'arrestine3 et un essai de GST-pulldown 
pourrait etre effectue a nouveau. Une perte d'interaction entre le fragment mute GST-
Arr3 100-201 et la phosphatase Shp2 permettrait de cibler de facon encore plus precise 
les residus engages dans le complexe Shp2/arrestine3. Finalement les acides amines 
identifies par cette technique seraient mutes dans la proteine arrestine3 complete et 
l'effet sur l'interaction pourrait etre teste en cellule par un essai de co-
immunoprecipitation. Une experience comme celle-ci permettrait d'obtenir un mutant 
dominant negatif de cette interaction qui serait utile dans des etudes fonctionnelles 
futures. 
5.1.3 Le complexe est influence par Pactivite phosphatase de Shp2 
Au cours de cette etude il a ete decouvert qu'une mutation du residu D61 situe 
dans le domaine N-SH2 de la phosphatase provoque une perte de l'interaction entre 
Shp2 et l'arrestine3. De prime abord, ces resultats peuvent sembler etranges puisqu'il a 
ete determine par GST-pulldown que les domaines SH2 de Shp2 n'etaient pas impliques 
dans son association avec les arrestine2 et 3. En fait, la substitution de ce residu pour un 
acide amine G ou Y, induit une activation constitutive de la phosphatase en inhibant sa 
conformation inactive, une structure normalement adopte par Shp2 dans un etat 
cellulaire au repos (KEILHACK et ah, 2005). En effet, a l'etat basal, 1'enzyme affiche 
une conformation repliee auto-inhibitrice grace a des interactions intramoleculaires entre 
le domaine N-SH2 et le domaine phosphatase. A ce niveau, les ponts hydrogenes 
unissant le residu asparte 61 a la cysteine catalytique (C459) sont tres importants. La 
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mobilisation des domaines SH2 par des ligands phosphotyrosines specifiques induit une 
ouverture de la structure de la phosphatase. Le domaine catalytique desormais libere du 
domaine N-SH2 peut ainsi dephosphoryler ses substrats (NEEL et ai, 2003b). 
Comme toutes les enzymes, 1'interaction entre la phosphatase et son substrat est 
tres breve et suite au processus de catalyse ce dernier est rapidement libere dans son 
environnement intracellulaire. Les mutants Shp2D61G et Shp2D61Y utilises lors des 
essais de co-immunoprecipitation simulent 1'activation de Shp2 occasionnee par la 
liaison de ses domaines SH2 a un ligand. Effectivement, ces mutations destabilisent la 
forme inactive de Shp2 et encourage done son activite enzymatique. Bien que ces 
substitutions induisent l'activation constitutive de Shp2, elles n'alterent nullement la 
specificite de la phosphatase pour son substrat. Cette interaction specifique est entre 
autre dictee par les residus peuplant la pochette catalytique ainsi que les regions 
environnantes et par la forme de cette pochette (SALMOND et al., 2006). En 
considerant toutes ces informations et a la lumiere des resultats obtenus, il semble que 
l'activation enzymatique de la phosphatase mimee par les mutants Shp2D61G et 
Shp2D61Y induit une dissociation rapide du complexe d'ou l'absence de co-
immunoprecipitation de ces mutants avec Farrestine3. En d'autres mots ces resultats 
suggerent que Farrestine3 est un substrat de la tyrosine phosphatase Shp2. 
De surcroit, ces memes resultats d'immunoprecipitation illustrent que la 
phosphatase de type sauvage et celle inactive catalytiquement du a la mutation C459S 
s'associent de facon similaire a rarrestine3. Dans la litterature, la phosphatase 
Shp2C459S est reconnue comme etant un mutant capturant les substrats 
-118 -
(BLANCHETOT et al, 2005). En effet, la mutation du residu cysteine du site 
catalytique par une serine est souvent utilisee afin d'identifier des nouveaux substrats 
des tyrosines phosphatases possedant le motif HC(X)sR au sein de leur site actif (JIAO 
et al, 1996 ; ZHAO et al, 1998 et CUNNICK et al, 2001). Cette substitution permet la 
formation d'un complexe stable entre la phosphatase mutee et le substrat phosphoryle 
sur tyrosine contrairement a la phosphatase de type sauvage qui relache rapidement son 
substrat (BLANCHETOT et al, 2005). Ainsi, il peut sembler curieux de ne pas observer 
une augmentation de l'interaction entre l'arrestine3 et Shp2C459S comparativement a 
l'interaction impliquant Farrestine3 et la phosphatase Shp2 de type sauvage. En fait, 
quelques hypotheses peuvent justifier ce phenomene. 
Tout d'abord, les experiences de co-immunoprecipitation ont ete realisees chez des 
cellules dans un etat basal. Ainsi, il est probable que Shp2 et le mutant Shp2C459S 
possedent la meme conformation repliee auto-inhibitrice. En effet, comme mentionne 
precedemment, au repos l'activite enzymatique de Shp2 est fortement reprimee par sa 
structure repliee. Par ailleurs, dans cet etat cellulaire le mutant Shp2C459S semble 
posseder la meme forme inhibitrice. Effectivement, bien que la substitution de la 
cysteine catalytique par une serine supprime l'activite catalytique de Shp2, elle ne 
semble pas alterer les ponts hydrogenes au coeurs des interactions inhibitrices 
intramoleculaires puisque que tout comme la cysteine, l'acide amine serine arbore un 
radical petit et electronegatif (KEILHACK et al, 2005). II serait interessant de repeter 
cette experience d'immunoprecipitation chez des cellules stimulees par un facteur de 
croissance tel que l'EGF. En effet, de facon generale, il a ete demontre dans la litterarure 
que les tyrosines phosphatases inactives catalytiquement grace a la substitution de la 
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cysteine de leur site actif par une serine, interagissent plus fortement avec leurs substrats 
en comparaison aux tyrosines phosphatases de type sauvage lorsque les cellules sont 
stimulees prealablement a l'experience d'immunoprecipitation avec des agonistes 
comme l'EGF et le PDGF (YEHENEW et al., 2003 ; BLANCHETOT et al, 2005 et 
MERRITT et al., 2006). 
En second lieu, il est possible d'envisager que Farrestine3 n'est pas un substrat de 
Shp2 mais plutot un partenaire d'interaction reconnaissant exclusivement la 
conformation inactive de l'enzyme. Ainsi, afin de demystifier les resultats presentes, il 
serait egalement avantageux d'analyser, lors d'une experience de co-
immunoprecipitation, le comportement d'une phosphatase pourvue de la double 
mutation D61G(ouY)/C459S. Ce mutant arborant une conformation ouverte mais 
inactive permettrait en effet de determiner avec une plus grande certitude si l'arrestine3 
est un substrat de l'enzyme. Dans ce cas particulier, l'arrestine3 interagirait toujours 
avec le double mutant. Par contre, si au contraire l'arrestine3 ne reconnait que la 
structure repliee de la phosphatase, alors on observerait une perte de son interaction avec 
le mutant Shp2D61G(ouY)/C459S. 
Meme si l'hypothese que l'arrestine3 est un substrat de Shp2 est tres attrayante, la 
phosphorylation sur tyrosine des arrestines non visuelles est tres peu caracterisee dans la 
litterature. En fait, seulement un article publie recemment fait mention de cette 
modification postraductionnelle des arrestines (MARION et al, 2007). Cette etude 
demontre que la tyrosine 54 de l'arrestine2 est phosphorylee specifiquement par la 
kinase c-Src. En revanche, les arrestine2 et 3 sont tres bien connues pour etre 
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phosphorylees par des serine/threonine kinases comme Erkl, Erk2 et la caseine kinase II 
(LIN et al, 1997 et KIM et al, 2002). 
5.2 L'interaction entre Shp2 et l'arrestine3 est modulee par l'activation 
d'ATlAR 
Les travaux de ZHANG et al, 1999 caracterisent le trafic intracellulaire des 
arrestines non visuelles suite a l'activation de plusieurs RCPGs distincts dont le 
recepteur a l'angiotensine II de type 1A. Ainsi, cet article revele qu'en reponse a l'ang 
II, l'arrestine3 migre du cytosol a la membrane plasmique et s'associe avec le recepteur 
ATIA active. Par ailleurs, une exposition des cellules a l'ang II pour un temps superieur a 
quatre minutes provoque la redistribution du complexe AT iAR/arrestine3 de la 
membrane a des vesicules endocytiques intracellulaires. Ce groupe demontre aussi 
qu'avec le temps les structures vesiculates contenant le complexe croissent en taille et 
forment des grappes au niveau de la region perinucleaire des cellules. En outre, 
l'interaction entre ce recepteur et l'arrestine3 perdure durant une heure environ. La 
dynamique de cette interaction definit en fait tous les RCPGs de la classe B. De leur 
cote, les RCPGs de la classe A comme le recepteur P2-adrenergique, interagissent de 
facon transitoire avec les arrestines non visuelles. Ainsi, suite a l'initiation du processus 
d'endocytose, les RCPGs de cette classe se dissocient rapidement des arrestines et 
aucune co-localisation n'a lieu au niveau des endosomes (LUTTRELL et al, 2002). 
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Les resultats exposes dans cet ouvrage soulignent que 1'activation du recepteur a 
l'angiotensine II de type 1A resulte en une perte partielle et provisoire de l'association 
entre la phosphatase et l'arrestine3. Cette conclusion decoule de deux experiences 
independantes realisees dans des HEK293 exprimant de facon stable le recepteur ATIA-
Dans un premier temps, les co-immunoprecipitations demontrent que le complexe se 
dissocie en partie puis semble se reassocier pour atteindre un niveau similaire a l'etat 
basal a un temps d'exposition a l'ang II de 60 minutes. Ces observations sont appuyees 
par les etudes d'immunofluorescence. En effet, ces essais en microscopie revelent qu'en 
absence de stimulation, l'arrestine3 et la phosphatase Shp2 co-localisent au niveau du 
cytoplasme. Or, suite a une stimulation de 5 min a l'ang II, l'arrestine3 se retrouve 
egalement au niveau de vesicules endocytotiques intracellulaires tandis que la 
phosphatase affiche un patron de localisation cytoplasmique tres semblable a celui 
observe chez les cellules au repos. Ainsi, une stimulation de 5 min du recepteur ATIAR 
cause une diminution de l'interaction bien que celle-ci persiste partiellement comme le 
demontre la couleur jaune. En effet, bien que l'arrestine3 migre vers les vesicules 
d'internalisation, une fraction demeure au cytosol. 
Suite a l'activation d'un RCPG, les arrestines non visuelles interagissent de fa9on 
coordonnee avec divers proteines signaletiques afin d'induire une reponse cellulaire 
specifique. L'arrestine3 encourage entre autre la signalisation cellulaire de la 
MAPkinase Jnk3 en formant un complexe avec cette derniere et les kinases situees en 
amont dans cette cascade enzymatique, ASK1 et MKK4. De plus, Farrestine3 est aussi 
un regulateur negatif de cette voie. Pour ce faire, cette proteine d'echafaudage recrute au 
complexe la phosphatase a double specificite MKP7, une enzyme inhibant l'activite de 
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Jnk3 par sa dephosphorylation (DEWIRE et al., 2007). L'enzyme MKP7 est une 
tyrosine phosphatase cytosolique tout comme Shp2. En outre, la dynamique de 
l'interaction entre MKP7 et l'arrestine3 est similaire a celle presentee dans ce memoire. 
Effectivement, des resultats de co-immunoprecipitation et d'immunofluoresence realises 
par l'equipe de WILLOUGHBY et al, 2005 montrent que l'association constitutive 
entre l'arrestine 3 et la phosphatase MKP7 est perturbee par l'activation de ATIAR. De 
maniere plus precise, suite a la stimulation de ce recepteur, le complexe se desunit 
rapidement puis se reforme au niveau des vesicules endocytotiques 30 a 60 minutes 
apres la stimulation initiale de ATIAR. Leurs essais d'immunoprecipitation demontrent, 
tout comme les resultats illustres dans notre etude, une diminution significative et 
temporaire de l'interaction et non une dissociation drastique du complexe. Par contre, 
cet article montre que la surexpression de Jnk3 accentue la dissociation de MKP7 et de 
l'arrestine3 bien que le complexe interagit a nouveau, a une intensite comparable a l'etat 
basal, une heure apres l'activation de ATIAR. Ainsi, il serait possible d'envisager que la 
surexpression d'un troisieme partenaire d'interaction augmenterait la dissociation du 
complexe Shp2/Arr3 tel qu'observe dans cette etude suite a l'activation du recepteur 
ATIA. De la meme maniere que cet article, il serait interessant de determiner par des 
experiences d'immunofluorescence si la phosphatase Shp2 co-localise avec l'arrestine3 
au niveau des vesicules d'internalisation suite a une stimulation prolongee du recepteur 
AT1AR. 
Lors de mes etudes, nous avons egalement examine, par des essais d'ELISA, 
l'expression de surface et l'endocytose induite du recepteur ATIAR en presence de Shp2, 
de ces mutants C459S et D61G ainsi que de l'arrestine3. En resume, les resultats 
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preliminaires obtenus suggerent que la phosphatase constitutivement active, Shp2D61G, 
module fortement l'expression de surface de ATIAR. Par contre, ces experiences ne sont 
pas presentees dans cet ouvrage car elles devront etre realisees a nouveau puisque la 
construction de Shp2D61G employee possedait 1'epitope FLAG tout comme le recepteur 
ATiAR. Ainsi, nos donnees peuvent etre erronees car il est possible que l'anticorps anti-
FLAG servant a identifier le recepteur reconnaisse egalement le mutant Shp2D61G. 
5.3 La tyrosine kinase c-Src phosphoryle le complexe Shp2/arrestine3 
L'un des nombreux partenaires d'interaction arrestines non visuelles est la 
tyrosine kinase c-Src. En faite, les arrestines recrutent cette kinase a de nombreux 
RCPGs actives localises aux puits tapisses de clatherine afin d'initier le processus 
d'endocytose et aussi afin d'activer la voie mitogene Ras/MAPK (LUTTRELL et al, 
1999 ; AHN et al, 2002 et FESSART et al,2005). II est egalement rapporte dans la 
litterature que la phosphatase Shp2 interagit avec c-Src. Certains articles traitent d'une 
inhibition de l'activite catalytique de c-Src par Shp2 (DOAN et al, 2004) bien que la 
plupart demontrent que Shp2 agit de maniere synergique a la kinase. Ainsi, en plus 
d'etre un effecteur de cette tyrosine kinase, Shp2 peut egalement se positionner en aval 
ou parallelement dans la cascade signaletique. L'un des articles souvent en reference 
dans les travaux de recherche traitant de cette interaction stipule que Shp2 stimule la 
kinase c-Src en reponse a de nombreux recepteurs a activite tyrosine kinase (ZHANG et 
al, 2004). En bref, Shp2 empeche le recrutement membranaire de Csk, un regulateur 
negatif de c-Src. Ainsi, faute de proximite, Csk ne peut interagir avec son substrat c-Src 
afin de l'inactiver par la phosphorylation de sa tyrosine inhibitrice Y530. 
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Pour notre part, nous demontrons que la tyrosine kinase c-Src phosphoryle le 
complexe Shp2/arrestine3 au niveau de la tyrosine 542 localisee a la queue C-terminale 
de la phosphatase. Cette tyrosine phosphorylation depend effectivement de l'activite 
catalytique de c-Src puisque la surexpression du mutant dominant negatif c-SrcK298R 
ne permet pas cette modification contrairement a la kinase de type sauvage et son mutant 
constitutivement actif c-SrcY530F. Par ailleurs, cette phosphorylation ne depend pas de 
la presence de l'arrestine3 mais tend a augmenter l'interaction entre cette derniere et la 
phosphatase Shp2. Par contre, cette derniere affirmation reste a confirmer. En effet, nos 
donnees de densitometrie montrent de grandes marges d'incertitudes particulierement 
lorsque c-Src est active catalytiquement. Ceci peut etre cause par le fait que nous 
etudions des interactions dynamiques impliquant deux enzymes (une tyrosine 
phosphatase et une tyrosine kinase) et une proteine adaptatrice, l'arrestine3. Ainsi, on 
peut envisager que l'interaction entre Shp2 et Farrestine3 varie constamment puisque 
plusieurs processus ont lieu de maniere simultanee. Par exemple, c-Src phosphoryle 
Shp2 ce qui augmente hypothetiquement son interaction avec l'arrestine3 et 
simultanement, la phosphatase s'auto-dephosphoryle ce qui diminue son interaction avec 
l'arrestine3. Bref, afin de diminuer les incertitudes et de confirmer cette hypothese, le 
meme essai d'immunoprecipitation pourrait etre realise avec Shp2C459S. Ainsi cette 
phosphatase inactive catalytiquement ne serait plus en mesure de s'auto-dephosphoryler. 
L'equipe de FENG et al, 1993 fut l'une des premieres a demontrer chez syp, 
l'homologue murin de Shp2, qu'une tyrosine phosphatase cytosolique est une cible 
potentielle de plusieurs proteines tyrosines kinases. Cette etude illustre, a Faide d'un 
anticorps reconnaissant les phosphotyrosines de facon non specifique, que syp est 
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tyrosine phosphorylee en reponse au PDGF et a l'EGF. De plus, ils constatent que syp 
est constitutivement phosphorylee chez les cellules transformees par v-Src. Quelques 
annees plus tard, le groupe de HARAK et al, 2000 souligne egalement cette alteration 
de la phosphatase Shp2 chez des cellules exprimant v-Src. Par la suite, il fut observe que 
Shp2 est phosphorylee au niveau de ses deux sites de phosphorylation sur tyrosine 
(Y542 et Y580) en reponse a certains facteurs de croissance (FGF et PDGF) seulement. 
Par ailleurs, cette modification de la phosphatase est requise pour induire une reponse 
mitogene soutenue suite a la stimulation du FGFR et du PDFGR (ARAKI et al, 2003). 
Cet article suggere que la phosphorylation de Shp2 au niveau de sa queue C-terminale 
decoule d'une action directe des recepteurs de facteurs de croissance et non des tyrosines 
kinases de la famille Src. Cette hypothese est appuyee par des experiences employant 
l'inhibiteur selectif de c-Src, le SU6656, et par des essais realises chez des cellules SYF 
soient des cellules depourvues des tyrosines kinases c-Src, Fyn et Yes. 
En realite, plusieurs papiers constatent la phosphorylation sur tyrosine de Shp2 en 
reponse a de nombreux recepteurs tels que des RTKs et RCPGs mais les kinases 
directement impliquees dans cette modification demeurent meconnues. En revanche, 
FRANK et al, 2004 remarquent que c-Src possede la capacite de phosphoryler Shpl in 
vitro au niveau de ces sites de phosphorylation sur tyrosine (Y536 et Y564). 
Similairement a cette etude, nous pourrions determiner, par un systeme in vitro, si Shp2 
est phosphorylee grace a une action directe de la tyrosine kinase c-Src. En effet, bien que 
les resultats presenter soulignent une action specifique de c-Src sur Shp2, on ne peut 
ecarter la possibility qu'une autre enzyme stimulee par l'activite kinase de c-Src soit 
responsable de cette phosphorylation. 
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5.4 Le patron de phosphorylation induit par c-Src est module par Shp2, ses 
mutants C459S et D61G ainsi que par l'arrestine3 
Premierement, nos essais de lysats cellulaires suggerent que l'activite tyrosine 
kinase de c-Src n'est pas influenced par l'arrestine3, ni par Shp2 ou ses mutants C459S 
et D61G. Par contre, ces resultats devront etre continues puisqu'il est possible que les 
variations des bandes representant cette kinase au niveau de 1'immunobuvardage realise 
contre son epitope HA soient causees non pas par une variation de la quantite de c-Src 
dans les differents essais mais plutot par une variation de 1'etat de phosphorylation de c-
Src. Afin de valider notre hypothese, des essais in vitro pourraient etre accomplis dans le 
but d'evaluer l'activite enzymatique de c-Src en presence de Farrestine3, de Shp2 et de 
ses mutants C459S et D61G. 
En second lieu, en plus de phosphoryler Shp2 au niveau de la tyrosine 542, nos 
resultats indiquent que c-Src phosphoryle egalement la tyrosine 580 de Shp2. Encore 
une fois, nous demontrons que cette action est specifique a c-Src puisqu'en son absence, 
la phosphatase n'est pas alteree par une phosphorylation de ces residus tyrosines. De 
surcroit, cette etude souligne que c-Src possede egalement la capacite de phosphoryler, 
au niveau des residus Y542 et Y580, les mutants Shp2C459S et Shp2D61G. Comme 
mentionne plus tot, bien que cette action enzymatique soit specifique a la kinase c-Src, 
nous ne pouvons ecarter la possibility de l'implication d'une kinase en aval dans la 
cascade signaletique induite par c-Src. De plus, nous avons observe que la 
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phosphorylation sur tyrosine du mutant constitutivement actif Shp2D61G est beaucoup 
plus intense et modifie la migration de cette phosphatase dans le gel SDS-PAGE. Ce 
comportement peut-etre explique par la presence majoritaire d'une conformation 
proteique particuliere a Shp2D61G. 
En effet, l'une des conformations actives de Shp2 resulte de l'interaction 
intramoleculaire entre les domaines SH2 et les phosphotyrosines 542 et 580 de la queue 
C-terminale. La mutation D61G semble favoriser cette structure active. De maniere plus 
precise, en etant dans Fincapacite d'interagir correctement avec le domaine catalytique 
de fa9on a inactiver Fenzyme, le domaine N-SH2 mute et par consequent le domaine C-
SH2 sont plus disponible pour interagir avec les phosphotyrosines de la queue C-
terminale de Shp2D61G. Ainsi, cette hypothese permet de justifier dans un premier 
temps la migration particuliere de Shp2D61G dans le gel et en second lieu Fintensite de 
la phosphorylation sur tyrosine de ce mutant. Effectivement, si les phosphotyrosines de 
Shp2D61G sont accaparees par ces domaines SH2, elles sont moins disponibles pour 
etre potentiellement dephosphorylees par Faction hautement catalytique de cette 
phosphatase. 
De surcroit, nous avons observe que la surexpression de Farrestine3 induit une 
diminution de la phosphorylation des tyrosines 542 et 580 du mutant Shp2D61G. Cet 
effet peut etre cause par une hausse de Factivite catalytique de cette phosphatase mutee 
en presence de Farrestine3. Nos resultats de lysats cellulaires demontrent aussi que 
Shp2D61G dephosphoryle certains substrats de c-Src. Entre autre, notre etude semble 
indiquer que Farrestine3 est phosphorylee par la tyrosine kinase c-Src et que cette action 
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est inhibee par 1'expression concomitante de Shp2D61G. Cette derniere theorie est 
appuyee par nos resultats de co-immunoprecipitation suggerant que l'arrestine3 est un 
substrat de Shp2. 
Plusieurs articles scientifiques rapportent que Shp2 regule l'activite kinase de c-Src 
(DOAN et al, 2004 ; ZHANG et al, 2004). L'un de ces articles expose que Shp2 
reprime l'activite de c-Src par la dephosphorylation de sa phosphotyrosine activatrice, 
Y419, tandis que d'autres montrent que Shp2 encourage Taction de c-Src en empechant 
la phosphorylation de sa tyrosine inhibitrice, Y530. Cette deuxieme action de Shp2 est la 
mieux connue dans la litterature. De notre cote, aucune de ces modifications 
enzymatiques de la kinase c-Src par la phosphatase Shp2 n'a pu etre confirmee. 
A ce jour, aucune etude n'a propose que l'arrestine3 soit phosphorylee sur 
tyrosine. En revanche, il a ete demontre recemment que la tyrosine 54 positionnee dans 
le domaine N de l'arrestine2 est un site de phosphorylation de la kinase c-Src. Pour sa 
part, Farrestine3 possede un residu phenylalanine a cet endroit et cette substitution 
semble etre la cause en partie d'une plus grande efficacite d'endocytose des RCPGs par 
l'arrestine3 (MARION et al, 2007). Afin de completer nos travaux de recherche et de 
confirmer notre hypothese sur la phosphorylation sur tyrosine de l'arrestine3 par la 
kinase c-Src, un essai in vitro devrait etre realise avec ces deux proteines. Par la suite, la 
phosphatase Shp2D61G devrait etre rajoutee a l'experience afin d'evaluer sa capacite a 
dephosphoryler l'arrestine3. Alternativement, ces trois partenaires d'interaction 
pourraient etre analyses dans un systeme d'expression cellulaire. Dans cet essai, 
l'arrestine3 serait immunoprecipitee et un anticorps dirige contre les phosphotyrosines 
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serait utilise afin d'evaluer l'etat de phosphorylation de l'arrestine3 selon la 
surexpression de c-Src et/ou de Shp2D61G. 
CONCLUSION 
Les arrestines non visuelles sont des proteines regulatrices multifonctionnelles 
impliquees dans une foule de signaux intracellulaires. Bien que de nombreux articles ont 
cible et caracterise plusieurs des partenaires d'interaction des arrestines, peu de ces 
etudes se sont interessees aux phosphatases. A ce jour, deux de ces enzymes sont 
connues pour s'associer aux arrestines non visuelles : la serine/threonine phosphatase 
PP2A et la tyrosine/threonine phosphatase MKP7 (BEAULIEU et al, 2005 ; 
WILLOUGHBY et ah, 2005). Ainsi, les travaux presenters dans ce memoire ont permis 
d'identifier une troisieme phosphatase interagissant avec les arrestines non visuelles, la 
tyrosine phosphatase Shp2. 
Grace a des essais de GST-pulldown et de co-immunoprecipitation, nous avons 
demontre dans un premier temps que les arrestines non visuelles interagissent 
directement avec la phosphatase Shp2 et que cette association proteique a lieu dans un 
etat cellulaire basal. De plus, la formation de ce complexe repose sur les acides amines 
100-201 de Farrestine3 mais ne necessite pas les domaines SH2 (acides amines 1-220) 
de Shp2. Aussi, l'activation catalytique de la phosphatase provoque une dissociation 
drastique du complexe. 
En plus de caracteriser d'un point de vue moleculaire cette interaction, nous avons 
employe differentes approches experimentales afin d'evaluer la ou les fonctions du 
complexe Shp2/arrestine3. Ainsi, par des etudes de co-immunoprecipitation, 
d'immunofluorescence et de lysat cellulaire nous avons montre dans premier temps que 
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l'association entre Shp2 et l'arrestine3 diminue de fa9on partielle et transitoire suite a 
l'activation du recepteur ATJA. De surcroit, la tyrosine kinase c-Src phosphoryle Shp2 
au niveau de sa queue C-terminale et cette modification tend a accroitre l'interaction 
entre cette derniere et l'arrestine3. Des resultats preliminaires suggerent egalement que 
sous sa forme active, la phosphatase Shp2 attenue la phosphorylation de certaines 
proteines modifiees par c-Src telles que celles possedant un poids moleculaire 
environnant le 50 KDa comme les arrestines non visuelles. Finalement, l'etat de 
phosphorylation de la forme active de Shp2 et possiblement son activite phosphatase 
semblent etre regules par l'arrestine3. 
Au lieu de suivre une ligne directrice, cette etude a ete accomplie en empruntant 
divers chemins de facon simultanee. Aussi, malgre le fait que nous n'avons pu evaluer 
clairement une fonction cellulaire au complexe Shp2/arrestine3, les resultats presentes 
ouvrent la voie a plusieurs recherches futures. 
PERSPECTIVES 
Plusieurs experiences futures pourraient etre accomplies afin d'enrichir les 
resultats presenters dans ce memoire. Tout d'abord, la region de la phosphatase Shp2 
impliquee dans son association avec l'arrestine3 devrait etre caracterisee avec plus de 
precision par des essais GST-pulldown tels que decrits dans cet ouvrage. De plus, une 
experience de co-immunoprecipitation avec le double mutant Shp2D61G/C459S aiderait 
a evaluer 1'implication de l'activite phosphatase de Shp2 au niveau du complexe a 
l'etude. 
Dans cette ligne de pensee, il faudrait evaluer egalement si l'arrestine3 peut-etre 
phosphorylee sur des residus tyrosines. Puisque nos resultats indiquent que cette 
proteine adaptatrice semble etre un bon substrat de la tyrosine kinase c-Src, nous 
pourrions confirmer cette suggestion par un essai de co-immunoprecipitation. Dans cette 
experience, Farrestine3 serait immunoprecipitee puis sont etat de phosphorylation en 
presence de c-Src serait analyse a l'aide d'un anticorps specifique aux phosphotyrosines. 
Si notre hypothese se confirme lors de cette etude, il serait interessant d'analyser la 
capacite du mutant constitutivement actif Shp2D61G (ou Shp2D61Y) a dephosphoryler 
l'arrestine3 en presence de la kinase c-Src. Si ces recherches s'averent affirmatives, des 
essais in vitro pourraient etre effectues pour determiner si l'arrestine3 est belle et bien un 
substrat de c-Src et de Shp2 (sous sa forme active) et non une proteine modifiee par des 
enzymes en amont dans la signalisation induite par c-Src et Shp2. 
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II serait egalement interessant de poursuivre nos etudes d'immunofluorescence 
dans le but de determiner si le complexe Shp2/arrestine3 se reassocie suite a une 
exposition prolongee des cellules a l'angiotensine II tout comme le rapporte nos 
experiences d'immunoprecipitation chez les cellules HEK293 exprimant de fa9on stable 
le recepteur ATIA-
De surcroit, des experiences in vitro seraient egalement tres utiles afin de 
determiner si l'arrestine3 module l'activite enzymatique de Shp2D61G comme le 
suggere nos resultats. Si nos resultats sont positifs, nous pourrions cibler plus 
precisement les domaines d'interaction a l'aide de petits peptides synthetiques et de la 
technique GST-pulldown. Ce dernier essai permettrait ultimement de trouver un 
fragment peptidique synthetique qui bloque 1'association entre Shp2 et Parrestine3 dans 
un contexte cellulaire comme explique dans la partie «DISCUSSION». De plus, il serait 
avantageux de determiner si ce peptide inhibiteur module l'activite des mutants 
constitutivement actifs de Shp2 (Shp2D61G et Shp2D61Y) dans un environnement in 
vitro et in cellulo. En effet, cette derniere etude possede un grand potentiel d'outil 
d'intervention pharmacologique dans les pathologies associees aux mutants Shp2D61G 
et Shp2D61Y. 
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ANNEXE 
Milieu de culture pour les cellules 
1 sachet DMEM 
12.5 mM Hepes 
22 mM NaHC03 
Completer a 900 mL avec de FH2O nanopure 
Ajuster le pH a 7.2 
Filtrer 
Ajouter au milieu sterile : 
10% (v/v) serum de bovin foetal (FBS) 
TAE1X 
40 mM Tris-Base 
0.1 % Acide acetique glacial 
ImM EDTA, pH 8.0 
TBS IX 
20 mM Tris, pH 7.5 
150 mM NaCl 
Completer a 800 ml avec de FH2O nanopure. 
Ajuster le pH a 7.6 avec du HC11M. 
Completer a 1 L avec de FH2O nanopure. 
PBS IX 
137 mM NaCl 
1.5 mM KH2P04 
2.7 mM KC1 
8 mM Na2HP04 
Completer a 1L avec de FH2O distillee. Ajuster le pH a 7.4 si necessaire 
Tampon de lyse (preparation de lysats et immunoprecipitations) 
150mM NaCl 
50 mM Tris pH 8,0 
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5 mM EDTA 




Completer a 50 mL avec de l'H20 nanopure. 
Le jour de Pexperience, ajouter le CLAP pour une dilution finale de 1/1000. 
CLAP 
9 nM Pepstatine 
9 nM Antipaine 
10 nM Leupeptine 
lOnM Chymostatine 
SDS Sample Buffer 4X 
Recette pour un volume final de 50 mL : 
25 mL d'une solution 5 mM Tris-base et 0,4 % (p/v) SDS 
40 % (v/v) Glycerol 
8 % (p/v) SDS 
0.6 M 2-Mercaptoethanol 
10 mg Bleu de bromophenol 
Tampon d'electrophorese IX 
25 mM Tris-base 
192mM Glycine 
0 .1% (p/v) SDS 
Completer a 1L avec de I'f^O distillee. 
Tampon de transfert IX 
25 mM Tris-base 
192mM Glycine 
20 % MeOH 
Completer a 1L avec de l'H20 distillee. 
Solution de blocage 
5% Lait ecreme en poudre 
0.01 % Tween® 20 
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Ajouter a du TBS IX. 
Tampon de lyse (purification des proteines etiquetees histidine) 
300mM NaCl 
50 mM NaH2P04 
lOmM Imidazole 
1/500 C1AP 
Ajuster le pH a 8.0 
Tampon de lavage (purification des proteines etiquetees histidine) 
300mM NaCl 
50 mM NaH2P04 
20 mM Imidazole 
0.5% Triton X-l 00 
1/500 C1AP 
Ajuster le pH a 8,0 
Tampon d'elution (purification des proteines etiquetees histidine) 
300mM NaCl 
50 mM NaH2P04 
250 mM Imidazole 
1/500 C1AP 
Ajuster le pH a 8,0 
Tampon A (purification des proteines etiquetees GST) 
150 mM NaCl 
lOmM Tris-HCl pH 7.4 
1 mM EDTA pH 8.0 
10 % glycerol 
0.5 % IGEPAL 
1/500 CLAP 
Tampon TBS (purification des proteines etiquetees GST) 
50 mM Tris pH 8,0 
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150 mM NaCl 
1/500 CLAP 
Bleu de Coomassie R-250 
0.4 % Bleu de Coomassie 
50 % EtOH 
10% Acide acetique 
Solution de decoloration 
15% EtOH 
5% Acide acetique 
Rouge de Ponceau S 
Dissoudre 0,5 g de Ponceau S dans 1 mL d'acide acetique glaciale 
Completer le volume a 100 mL avec de l'eau distillee 
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